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ABSTRACT 
 
The addition of residues of N-acetylglucosamine through O linkages (O-GlcNAc) to 
target proteins is a post-translational modification widely distributed in eukaryotic cells. A 
large number of O-GlcNAc modification sites have been mapped in mammalian proteins and 
the functions of these proteins have been thoroughly studied. However in plants, targets of O-
GlcNAcylation are largely uncharacterized. Arabidopsis thaliana has two O-GlcNAc 
transferases (OGTs), Spindly (SPY) and Secret Agent (SEC), and previous results of the 
laboratory where this PhD thesis was carried out demonstrated that the coat protein (CP) of 
the potyvirus Plum pox virus (PPV) is O-GlcNAcylated and phosphorylated. In this work, we 
identified that SEC, and not SPY, is the OGT responsible of the PPV CP O-GlcNAcylation. 
In null sec- mutants of A. thaliana and in Nicotiana benthamiana transgenic plants in which 
the SEC-like genes where silenced by RNAi, O-GlcNAcylation of PPV CP was abolished or 
drastically disturbed, respectively. Virus accumulation was reduced at early times of infection 
in these plants compared to wild type plants.  
Site-directed mutagenesis and mass spectrometry analysis demonstrated that 
threonines 19, 24, 41, 50, 53, 54 and 58 could be modified by O-GlcNAc or influenced the 
modification of other residues. Further mapping by ETD MS/MS confirmed that Thr-19, Thr-
24, Thr-41, Thr-53 and Thr-54 and/or Thr-58, as well as the serine 65 are O-GlcNAcylation 
targets. CP O-GlcNAcylation appeared to be completely abolished in a PPV multiple mutant 
(PPV CP7-T/A) in which the seven threonines involved in O-GlcNAc modification were 
replaced by alanines. The O-GlcNAcylation-deficient PPV mutant infected N. clevelandii, N. 
benthamiana, and P. persica without noticeable defects. In contrast, this mutant infected 
poorly A. thaliana. The host-specific relevance of O-GlcNAcylation of PPV CP is further 
supported by the result of mixed infections in different host plants. O-GlcNAcylation seems 
to enhance PPV CP stability in a host-specific way. Thus, CP of PPV CP7T/A was much 
more unstable than that of wild type PPV in extracts of A. thaliana, whereas differences in 
stability of the two CPs was less noticeable in extracts of N. clevelandii and P. persica. The 
stabilities of wild type and CP7T/A CPs were quite similar in extracts of A. thaliana sec-, 
suggesting that the instability of the CP7T/A CP is the result of the O-GlcNAcylation 
deficiency rather than of the amino acid substitutions. All these results are in agreement with 
a fine-tuning effect of CP O-GlcNAcylation on PPV infection, probably facilitating its 
adaptation to different hosts and environmental conditions. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
I.1. Modificaciones postraduccionales 
 
El proteoma, o conjunto total de proteínas de la célula está formado por un número de 
elementos muy superior al número de proteínas directamente codificadas por el genoma, 
debido principalmente a dos tipos de mecanismos. Por un lado, las ediciones del mensaje 
genético que tienen lugar a nivel transcripcional y postranscripcional, y por otro las 
numerosas modificaciones postraduccionales que ocurren en uno o varios sitios en las 
proteínas. Estas modificaciones pueden ser irreversibles, como las derivadas de 
procesamientos proteolíticos o reversibles cuando ocurren algunas modificaciones químicas 
de los aminoácidos que las componen (Fig. I.1). 
 
 
Figura I.1. Aumento de la complejidad del proteoma debido a las modificaciones postraduccionales. Las 
modificaciones postraduccionales de las proteínas incrementan exponencialmente la diversidad y complejidad 
del proteoma (http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=7CE3FCF5-0DA0-4378-A513-2E35E5E3B49B; 
visitada el 3 de Septiembre de 2013). 
 
Las modificaciones postraduccionales aumentan considerablemente la complejidad y 
el dinamismo de las proteínas, lo que incrementa su capacidad de coordinar y regular las 
distintas etapas de la vida celular. Las modificaciones postraduccionales covalentes pueden 
clasificarse de acuerdo a la naturaleza de las cadenas laterales del aminoácido que se 
modifica, la categoría de la enzima que interviene en su modificación y su grado de 
reversibilidad (International human genome sequencing consortium, 2004; Spiro, 1973; 
Walsh, 2006; Walsh y col., 2005). En la tabla I.1 se enumeran las diferentes modificaciones 
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de las cadenas laterales de cada uno de los aminoácidos que forman las proteínas (Walsh y 
col., 2005).  
 
Tabla I.1.- Modificaciones postraduccionales en las cadenas laterales de las proteínas  
 
 No se conocen modificaciones en cadenas laterales de Leu, Ile, Val, Ala y Phe. 
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Las cinco modificaciones postraduccionales más abundantes son: fosforilación, 
acetilación, glicosilación, metilación, y ubiquitinación (Walsh y col., 2005). Y de estas, 
probablemente la más compleja, variable, y con mayor distribución filogenética es la adición 
de carbohidratos a proteínas o glicosilación (Kwon y col., 2006; Spiro, 1973). 
 
I.2. Glicosilación de proteínas 
 
Es bien conocido que la glicosilación de proteínas afecta a su plegamiento, 
localización y transporte, solubilidad, antigenicidad, estabilidad y en último término a su 
actividad biológica en un momento y sitio determinados. Sin embargo, glicosilación es un 
término genérico que se utiliza para definir la unión covalente de glicanos a proteínas, pero 
que no refleja la enorme complejidad de las diferentes modificaciones que abarca. Los 
avances en el campo de la glicómica han puesto de manifiesto la relevancia y variedad de la 
glicosilación de proteínas en todos los organismos desde eubacterias y arqueobacterias hasta 
eucariotas superiores (Spiro, 2002; Varki, 1993; Varki y Lowe, 2009; Walker y col., 2009). 
Tradicionalmente la glicosilación se refería exclusivamente a la adición covalente de 
oligosacáridos complejos a proteínas de la superficie extracelular o de proteínas secretadas 
que se producía en el lumen del retículo endoplásmico, del aparato de Golgi y de otros 
organelos subcelulares (Zeidan y col., 2010). Sin embargo, en 1984 Torres y Hart (1984) 
describieron la presencia de azúcares en proteínas nucleares y citoplasmáticas. Desde 
entonces son numerosas las proteínas glicosiladas descritas que no estarían incluidas en el 
grupo anterior y que han cambiado radicalmente la visión acerca de la glicosilación de 
proteínas (Holt y Hart, 1986; O'Donnell, 2002; Torres y Hart, 1984). Una estimación 
comúnmente aceptada propone que más del 50% de las proteínas están glicosiladas (Apweiler 
y col., 1999). Sin embargo esta cifra puede estar por debajo de la real ya que no se tiene en 
cuenta que muchas proteínas del núcleo y del citoplasma, se modifican de una manera 
dinámica por la adición de residuos de ß-D-N-acetilglucosamina (GlcNAc) a los grupos 
hidroxilos de residuos de serina o treonina (Hart y col., 2007). 
La formación del enlace covalente entre el aminoácido de una proteína y una unidad 
de carbohidrato es el evento crucial para la biosíntesis de las glicoproteínas. Esta reacción 
enzimática varía dependiendo del tipo de carbohidrato y del aminoácido involucrado. Los 
avances de los últimos años en el campo de la glicómica han puesto de manifiesto que las 
combinaciones posibles entre carbohidratos y aminoácidos son muchas (Lechner y Wieland, 
1989; Messner, 1997; Spiro, 2002; Varki, 1993). Actualmente se conocen 13 tipos diferentes 
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de monosacáridos que participan con 8 aminoácidos en este tipo de enlaces y que dan lugar a 
un total de 41 tipos diferentes de combinaciones. Las glicosilaciones en proteínas se pueden 
clasificar en cinco grupos en función del tipo de enlace glicopeptídico que las origina: N-, O-, 
C-glicosilación, fosfoglicosilación, y glipiación (Fig. 1.2). En muchos casos, en la misma 
proteína tiene lugar más de un tipo de enlace azúcar-aminoácido, dependiendo de la 
disponibilidad de la maquinaria enzimática, de la secuencia de aminoácidos y de la 
conformación de la proteína (Spiro, 2002).  
 
 
Figura I.2. Representación esquemática de los cinco tipos distintos de enlaces glicopeptídicos identificados. 
Las abreviaturas DiAcTridH y C-term se refieren a 2,4,-diacetamido, 2,4,6-trideoxihexosa, y al residuo carboxi-
terminal de las proteínas respectivamente (Spiro, 2002). 
 
 
A continuación se resume la información acerca de los 5 grupos de modificaciones por 
carbohidratos que, hasta el momento, se han identificado, prestando una atención especial a la 
O-GlcNAcilación de Ser/Thr que ha sido la modificación por glicanos objeto de estudio en 
esta tesis. 
 
I.2.1 Glipiación 
 
En la glipiación la unión del carbohidrato a la proteína se realiza mediante el 
glicofosfatidilinositol. En este enlace la manosa se une al grupo carboxilo terminal de la 
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proteína por un enlace fosfoetanolamina. Este tipo de modificación se encuentra ampliamente 
distribuida en proteínas de la superficie celular de eucariotas, incluyendo las glicoproteínas de 
superficie de tripanosomas y el antígeno Thy-1 (Ferguson, 1999). También se han detectado 
modificaciones de este tipo en proteínas de arqueobacterias (Kobayashi y col., 1997). 
 
I.2.2 Fosfoglicosilación 
 
En este tipo de glicoproteínas el azúcar se une a la proteína mediante un enlace de  
tipo fosfodiéster entre los residuos de GlcNAc, manosa, xilosa o fucosa y las serinas de las 
proteínas (Haynes, 1998). Las uniones de tipo GlcNAc-α-1-P-Ser se han descrito en varias 
proteínas de Dictyostelium, incluyendo la proteinasa-1 (Mehta y col., 1996). Los enlaces de 
tipo manosa-α-1-P-Ser se han observado en varias proteínas de Leishmania (Guha-Niyogi y 
col., 2001). Finalmente, las uniones de tipo xilosa-1-P-Ser se han encontrado en varias 
proteínas de Tripanosoma (Haynes, 1998). En Dictyostelium también se han descrito 
modificaciones de tipo fucosa-β-1-P-Ser (Srikrishna y col., 1998). 
 
I.2.3 C-manosilación 
 
La C-manosilación es una modificación postraduccional de tipo α por un enlace C-C, 
entre el C-2 del triptófano y la manosa (de Beer y col., 1995). Este tipo de unión, a diferencia 
de las N- o las O-glicosilaciones, que se explican más adelante, no implica a los grupos 
funcionales de los aminoácidos. Estas modificaciones se han encontrado en proteínas de 
mamíferos como la RNAsa2 (de Beer y col., 1995), la interleucina-12 (Doucey y col., 1999), 
y la properdina (Hartmann y Hofsteenge, 2000). 
 
I.2.4 N-glicosilación 
 
La adición de residuos de GlcNAc a las asparaginas de las proteínas por un enlace de 
tipo β-glicosilamina, representa la modificación por carbohidratos más ampliamente 
distribuida en la naturaleza y es más compleja en estructura y arquitectura que la O-
glicosilación en eucariotas (Mechref y Novotny, 2002). Este enlace es el sitio de anclaje de 
una gran variedad de oligosacáridos complejos con múltiples residuos de manosa (Montreuil, 
1980; Spiro, 1973). El enlace de tipo β entre el residuo GlcNAc y la asparagina se describió 
por primera vez en ovoalbúmina (Johansen y col., 1961). Posteriormente, este tipo de 
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modificación se ha observado también en una gran variedad de proteínas de células 
eucariotas, como proteínas plasmáticas, tiroglobulinas, hormonas, enzimas, receptores 
celulares de superficie, inmunoglobulinas y lectinas (Montreuil, 1980; Spiro, 1973). 
Frecuentemente estos enlaces de tipo N se encuentran junto a modificaciones de tipo O en 
muchas proteínas (Spiro, 2002), incluso en moléculas que son generalmente modificadas por 
O-glicosilaciones como las mucinas (Perez-Vilar y col., 1996), los proteoglicanos 
(Lohmander y col., 1980; Parthasarathy y Spiro, 1984) y el colágeno (Nayak y Spiro, 1991). 
Aunque la modificación por GlcNAc de las asparaginas de una proteína por un enlace de tipo 
β predomina en células eucariotas, también se ha observado en proteínas de arqueobacterias y 
eubacterias (Erickson y Herzberg, 1993; Yang y Haug, 1979). Se calcula que un tercio de las 
proteínas que entran en la vía secretora en eucariotas pueden estar N-glicosiladas y por tanto 
decenas de miles de variantes de glicoproteínas pueden coexistir en las células eucariotas 
(Walsh y col., 2005). Este es el único tipo de glicosilación cuyas dianas muestran secuencias 
de reconocimiento bien definidas, con un consenso del tipo Asn-X-Ser/Thr. Aunque esta 
secuencia es muy frecuente en las proteínas, no está necesariamente acompañada de la 
presencia de un enlace N-glicosídico, probablemente debido a factores conformacionales 
(Apweiler y col., 1999). 
 
I.2.5 O-glicosilación 
 
Las uniones O-glicopeptídicas en proteínas eucariotas son generalmente más cortas y 
menos complejas que las de las N-glicoproteínas. Todos los aminoácidos con grupos 
hidroxilos pueden establecer este tipo de enlace: serina, treonina, tirosina, hidroxiprolina e 
hidroxilisina (Spiro, 2002). Los tipos de enlace O-glicosídicos son muy variados dependiendo 
del azúcar y de la configuración anomérica del enlace (Tabla I.2) (Spiro, 2002). De todos 
estos enlaces de tipo O, los que se dan entre residuos sencillos de GlcNAc y los grupos 
hidroxilos de serinas o treoninas de las proteínas (O-GlcNAcilación) alcanzan cada vez más 
importancia. La O-GlcNAcilación, está ampliamente distribuida entre organismos eucariotas 
tanto en proteínas nucleares como citoplasmáticas. De hecho representa el primer ejemplo de 
proteínas glicosiladas que se encuentra fuera de las rutas secretoras (Hart, 1997). A este tipo 
de enlace se le presta una especial atención en los siguientes apartados por ser la modificación 
postraduccional que se ha analizado en esta tesis. 
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Tabla I.2.- Naturaleza y distribución de los enlaces azúcar-aminoácido en las glicoproteínas (Spiro, 2002) 
 
Las abreviaturas Eucar., Arch., y Bacter., se refieren a Eucariota, Archaea y Bacteria respectivamente; El *, 
indica que la configuración del enlace glicopeptídico aún no ha sido establecida; Ser/Thr,  indica que el enlace 
glicopeptídico se puede encontrar en uno u otro residuo; Pse se refiere a ácido Pseudoamínico; 
DiActrideoxihexosa, se refiere a 2,4-diacetamido-2, 4, 6-trideoxihexosa; las abreviaturas Hyl e Hyp, se refieren a 
hidroxilisina e hidroxiprolina, respectivamente. 
 
  10 
I.3. Modificación de proteínas mediante O-GlcNAcilación 
 
La O-GlcNAcilación es la adición de residuos de GlcNAc a través de un enlace de tipo 
O- a los grupos hidroxilo de Ser o Thr de las proteínas. Este tipo de modificación solo añade 
un único monosacárido al aminoácido que se modifica, al contrario de lo que ocurre en la 
mayoría de las proteínas glicosiladas en las que se añaden cadenas de polisacáridos. Como se 
ha comentado anteriormente, la O-GlcNAcilación está muy extendida y modifica desde 
proteínas de hongos filamentosos, algas, animales y plantas, hasta proteínas de parásitos de 
animales y virus que infectan células eucariotas (Fig. I.3).  
 
 
Figura I.3. Distribución celular de proteínas modificadas por residuos de O-GlcNAc. Modelo esquemático 
de la distribución de proteínas O-GlcNAciladas en la célula eucariota. También destaca la presencia de proteínas 
O-GlcNAciladas en parásitos y virus (Comer y Hart, 2000). 
 
La O-GlcNAcilación es típica de proteínas nucleares y citoplasmáticas de células 
eucariotas pero también se ha encontrado en mitocondrias (He y col., 2010; Martinez-Fleites 
y col., 2010; Messner, 1997; Olszewski y col., 2010). En el diverso grupo de proteínas 
modificadas por O-GlcNAcilación se incluyen chaperonas, factores de transcripción, RNA 
polimerasa II, proteínas de poro nuclear, proteínas de unión a RNA, proteínas de la cromatina, 
quinasas y proteínas de citoesqueleto, entre otras (Fig. I.3) (Bond y Hanover, 2013). La 
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modificación de proteínas por O-GlcNAcilación se ha estudiado ampliamente en mamíferos, 
y, según la base de datos dbOGAP, se ha demostrado experimentalmente la O-GlcNAcilación 
de cerca de 800 proteínas en más de 80 organismos 
(http://cbsb.lombardi.georgetown.edu/hulab/OGAP.html, visitada el 4 de septiembre de 
2013). Aunque no se ha encontrado una secuencia bien definida y específica para las dianas 
de O-GlcNAcilación, con la información de más de 400 sitios O-GlcNAcilados identificados 
en 172 proteínas se ha desarrollado un algoritmo de predicción de O-GlcNAcilación 
(http://cbsb.lombardi.georgetown.edu/hulab/OGAP.html, Wang y col., 2011). Merece la pena 
destacar que más del 50% de los sitios identificados como O-GlcNAcilados presentan el 
motivo Pro-Val-Ser similar al de las quinasas dirigidas por prolina, lo que sugiere una 
interrelación entre O-GlcNAcilación y fosforilación, de la que se hablará más adelante (ver 
apartado I.5) (Butkinaree y col., 2010). Además, muchos de los sitios O-GlcNAcilados se 
encuentran en secuencias tipo PEST (Pro-Glu-Ser-Thr) que están asociadas con rápida 
degradación de las proteínas que las contienen, lo que sugiere que la O-GlcNAcilación podría 
ralentizar o evitar la degradación (ver apartado I.6). 
 
 
Figura I.4. El sustrato para la O-GlcNAcilación se origina a partir de productos de la vía de biosíntesis de 
hexosaminas. Se muestra la síntesis de UDP-N-acetilglucosamina y alguna de las enzimas implicadas en el 
proceso (GFA: glucosamina-fructosa-6-fosfato aminotransferasa). Además, se indican las enzimas que 
intervienen en el proceso de la O-GlcNAcilación de proteínas (OGT: O-GlcNAc transferasa y OGA: ß-N-
acetilglucosaminidasa) (Iyer y Hart, 2003). 
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Aunque el número de proteínas modificadas por O-GlcNAcilación en la célula es 
comparable con el de proteínas fosforiladas, al contrario de lo que ocurre con la fosforilación 
que se lleva a cabo por una gran variedad de enzimas celulares, solo dos enzimas controlan la 
adición y la eliminación de O-GlcNAc (Iyer y Hart, 2003). La enzima O-GlcNAc transferasa 
(OGT) que une GlcNAc a los residuos de serina y treonina y la ß-N-acetilglucosaminidasa (O-
GlcNAcasa, OGA) que los elimina (Fig. I.4). Ambas enzimas son esenciales para la vida y su 
secuencia primaria está altamente conservada en eucariotas. El período de vida media de las 
modificaciones por O-GlcNAcilación suele ser más corto que el de otros tipos de 
modificaciones en proteínas, lo que indica un posible papel en la señalización celular, tal 
como ocurre con la fosforilación (Fang y Miller, 2001; Haltiwanger y col., 1998; Hanover y 
col., 2005; Hart y col., 2007; Holt y col., 1987; Kearse y Hart, 1991; Kreppel y col., 1997; 
Lazarus y col., 2006; Torres y Hart, 1984; Zachara y Hart, 2004). 
 
I.4. Estructura y regulación de las enzimas del ciclo de la O-GlcNAcilación 
 
Como se ha comentado anteriormente la OGT y la OGA son las dos enzimas que 
regulan el ciclo de adición y eliminación de O-GlcNAc en residuos de Ser/Thr en las 
proteínas O-GlcNAciladas (Hanover y col., 2010). El gen de la OGT, está altamente 
conservado en animales, habiéndose identificado primero en humanos, en ratas y en 
Caenorhabditis elegans (Lubas y col., 1997; McClain y col., 2002), y posteriormente en 
Arabidopsis y Giardia (Banerjee y col., 2009; Jacobsen y col., 1996). Además, recientemente 
se han descrito la existencia de OGTs tanto en procariotas como en levaduras (Bouche y col., 
2004; Olszewski y col., 2010). La deleción del gen de la OGT produce una pérdida en la 
viabilidad de las células madre embrionarias (Shafi y col., 2000). Aunque en animales se ha 
encontrado un único gen para la OGT, en la célula se producen tres isoformas diferentes por 
splicing alternativo, una nucleocitoplasmática, otra de mitocondria y una versión corta. En la 
Fig. I.5 se muestran las tres isoformas y se indican los dominios que se han identificado. El 
gen de la OGA, también único, se ha caracterizado en humanos, en ratas, ratones y en C. 
elegans (Gao y col., 2001; Heckel y col., 1998). En Arabidopsis se han identificado dos genes 
que codifican a dos diferentes OGTs de los que se hablará más adelante (Jacobsen y col., 
1996).  
La actividad enzimática de la OGT se regula por muchos y muy variados mecanismos, 
tales como la regulación de los niveles de expresión de su mRNA y su posterior splicing, la 
disponibilidad del sustrato donador (UDP-N-acetilglucosamina), la oligomerización e 
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interacción con otras proteínas, la disponibilidad de nutrientes o las modificaciones 
postraduccionales de las proteína blanco y de la misma OGT (tanto por O-GlcNAcilación 
como por fosforilación) (Butkinaree y col., 2010; Cheung y Hart, 2008). 
 
 
Figura I.5. Estructura de las isoformas de las OGT de mamíferos producidas por splicing alternativo. Se 
señalan en color morado las repeticiones de tetratricopéptidos (TPRs) que reconocen las proteínas que van a 
modificarse. En la OGT mitocondrial (OGTm) se indica en color negro la señal de localización mitocondrial 
(MTS). El dominio catalítico O-glicosil transferasa esta conformado en dos segmentos, señalados en color rojo, 
unidos por una región central en color blanco (linker). Además en el extremo C-terminal se señala en color 
blanco un sitio de unión a membranas celulares con lípidos ricos en fosfato de inositol (PPO). OGTnc: OGT 
nucleocitoplasmática; OGTs: isoforma corta de la OGT. (Hanover y col., 2010). 
 
 
Las OGAs también se encuentran altamente conservadas en eucariotas, principalmente 
en mamíferos (Bouche y col., 2004; Olszewski y col., 2010). En mamíferos, tal y como ocurre 
con la OGT, también se han descrito isoformas de la OGA que se producen por splicing 
alternativo: la isoforma larga y la corta cuyos dominios se muestran en la Fig. I.6 (Butkinaree 
y col., 2010). Se conoce muy poco aún de la regulación de ambas enzimas, hay indicios de 
que un procesamiento proteolítico llevado a cabo por la caspasa-3 durante la apoptosis y 
modificaciones postraduccionales como la O-GlcNAcilación y fosforilación, que modifican 
también la OGT, podrían regular su actividad enzimática en la célula (Beausoleil y col., 2004; 
Butkinaree y col., 2008; Dunker y col., 2002; Khidekel y col., 2007; Wells y col., 2002). Por 
otro lado, se ha observado, mediante experimentos de doble híbrido en levaduras y 
experimentos in vivo con células de mamífero, la formación de complejos transitorios entre la 
OGT y la OGA asociados a quinasas y fosfatasas, cuya actividad y presencia varían en 
respuesta a ciertas condiciones o procesos celulares específicos, que podrían de alguna 
manera regular los ciclos de glicosilación/desglicosilación (Butkinaree y col., 2010; Slawson 
y col., 2008). 
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Figura I.6. Estructura de las dos isoformas de la O-GlcNAcasa de mamíferos producidas por splicing 
alternativo. En color azul se indica el dominio catalítico O-GlcNAcasa. En la región central se señala en color 
verde claro un motivo de interacción con la OGT (unión de OGT). En la OGA larga se señala en color verde 
oscuro un dominio acetiltransferasa de histonas (dominio ATH) que contiene una secuencia interna de 
localización nuclear. En la OGA corta se indica en color amarillo, en su extremo C-terminal, una secuencia de 15 
aminoácidos que difiere de la OGA larga. Los números indican el aminoácido correspondiente de la proteína. 
(Butkinaree y col., 2010). 
 
 
I.5. Interrelación entre la O-GlcNAcilación y la fosforilación de proteínas 
 
Aunque las proteínas O-GlcNAciladas son funcionalmente muy diversas, aquellas que 
se han estudiado más en detalle han revelado dos rasgos en común: también se fosforilan y 
además forman complejos multiméricos reversibles con otros polipéptidos mediante 
asociaciones que se regulan por fosforilación (Hiromura y col., 2003). Además, en los últimos 
años se han obtenido datos que muestran que la O-GlcNAcilación y la fosforilación se afectan 
una a la otra, es decir, ciertas situaciones que alteran la fosforilación afectan también los 
niveles de O-GlcNAcilación y viceversa. Las recientes aplicaciones de nuevos métodos de 
espectrometría de masas para detectar modificaciones por O-GlcNAc y los métodos 
tradicionales de análisis de fosforilación han mostrado que la interrelación dinámica entre O-
GlcNAcilación y fosforilación está muy extendida (Wang y col., 2011; Wang y col., 2008; 
Wang y col., 2007). Y a veces, la OGT y las proteínas fosfatasas se encuentran en el mismo 
complejo, lo que indica que en estos casos el mismo complejo enzimático que añade O-
GlcNAc elimina a su vez el residuo de fosfato (Wells y col., 2004). Ambas modificaciones 
pueden competir por el mismo aminoácido y se les conoce como sitios yin-yang (Blom y col., 
1999; Blom y col., 2004). En este sentido, la modificación por O-GlcNAc en muchas 
proteínas puede ser recíproca a la fosforilación como ocurre con alguno de los sitios de la 
RNA polimerasa II, el receptor ß de estrógenos y el oncogén c-Myc (Hart y col., 2007; Yang 
y col., 2006; Zeidan y Hart, 2010). También pueden modificar residuos adyacentes, en este 
caso la modificación por O-GlcNAcilación y fosforilación de uno puede afectar o no a la 
modificación de otro proximal. En el caso del factor de transcripción p53, se observó que la 
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O-GlcNAcilación puede afectar su fosforilación (Yang y col., 2006). La identificación de 
sitios con O-GlcNAc o fosfato sugiere que hay al menos cuatro tipos dinámicos de 
interrelación entre ambas modificaciones. Primero, hay competición en la ocupación por el 
mismo sitio, segundo competición y ocupación alternativa en sitios adyacentes. Tercero, hay 
una compleja relación donde la unión de fosfatos unidos a determinados sitios en una proteína 
son los mismos que los sitios de unión de O-GlcNAc, mientras que otros son adyacentes o 
incluso distantes. También hay casos que no pueden ser asignados a ninguno de los anteriores 
y que necesitan definirse. Esta dinámica y compleja interrelación entre O-GlcNAc y fosfato 
requiere que se modifique el actual dogma con respecto a la señalización celular. Claramente, 
el sistema no es binario con un estado ‘activo’ y otro ‘inactivo’ para cada molécula. Más bien, 
 
 
Figura I.7 Interrelación entre la O-GlcNAcilación y la O-fosforilación de proteínas. Diagrama hipotético de 
la diversidad molecular que potencialmente se crea por la modificación recíproca de dos sitios que se modifican 
por O-GlcNAcilación y fosforilación (Slawson y Hart, 2003). 
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la combinación de ambas modificaciones, que están diferencialmente reguladas, produce una 
enorme diversidad molecular que permite un control casi analógico de las funciones de una 
proteína (Fig. I.7). El grado de ocupación de múltiples sitios por cada una de las 
modificaciones puede proporcionar rápidamente un umbral continuo para que se establezcan 
las interacciones moleculares necesarias en una determinada situación dentro de la célula. 
 
I.6. Funciones de la modificación de proteínas por O-GlcNAcilación 
 
Después de tres décadas desde el descubrimiento de una modificación tan abundante y 
extendida como la O-GlcNAcilación, que afecta a un gran número de las proteínas 
reguladoras de la célula, los datos que se han obtenido para entender sus funciones son aún 
limitados. Esto es en gran parte debido a la falta de métodos y herramientas para el estudio de 
esta modificación y al bajo número de investigadores en este área de investigación. Sin 
embargo, se han identificado varias funciones en las que interviene este tipo de modificación 
y las cuales se detallan a continuación: 
Interacción proteína-proteína, transcripción y traducción. Está ampliamente aceptado 
que los residuos fosforilados son determinantes estructurales en las interacciones proteína-
proteína (Pawson y Nash, 2003). Del mismo modo, la O-GlcNAcilación podrían mediar las 
interacciones proteína-proteína, en este sentido merece la pena destacar que muchas proteínas 
O-GlcNAciladas son oligoméricas (Hiromura y col., 2003). Asimismo, la O-GlcNAcilación 
juega un papel relevante en las proteínas que sirven de puente en la formación del 
citoesqueleto (Hart y col., 2011). En el caso de la RNA polimerasa II y de la mayoría de los 
factores de transcripción, la O-GlcNAcilación potencia el ensamblaje del complejo de pre-
iniciación y estimula la transcripción en general, aunque también tiene efectos más 
específicos, activadores o represores, sobre algunos promotores (Gewinner y col., 2004; 
Majumdar y col., 2003; Roos y col., 1997) La O-GlcNAcilación es también frecuente en 
proteínas de la cromatina y contribuye a la regulación de la segregación cromosómica durante 
la mitosis (Sakabe y Hart, 2010). Por otra parte, datos recientes apuntan a que esta 
modificación postraduccional juega un papel importante en la regulación de la traducción y de 
la biogénesis de los ribosomas (Zeidan y col., 2010). 
Degradación de proteínas. Otro posible papel regulador de la O-GlcNAcilación es el 
control de la degradación de las proteínas. Las proteínas con dominios ricos en prolinas, 
glutaminas, serinas y treoninas (PEST), se han propuesto como dianas de degradación en el 
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proteasoma señalizada por ubiquitina. En este sentido, muchos sitios O-GlcNAcilados que se 
localizan en secuencias PEST protegen a la proteína de su degradación, mientras que la 
fosforilación de estos sitios aumenta la inestabilidad de la proteína (Martinez y col., 2003; 
Rechsteiner y Rogers, 1996). En el caso de otras proteínas celulares modificadas 
recíprocamente por residuos de O-GlcNAc y fosfato, es también la forma fosforilada de la 
proteína la que es rápidamente dirigida para su degradación mientras que la forma O-
GlcNAcilada se degrada mucho más lentamente (Cheng y Hart, 2001). Además, la 
modificación por O-GlcNAcilación de varias de las subunidades catalíticas y reguladoras del 
proteasoma inhibe su capacidad para degradar ciertas proteínas. Esta capacidad de regulación 
de la vida media de las proteínas hace que la O-GlcNAcilación pueda ejercer un efecto 
temporal en muchos procesos celulares (Zhang y col., 2003). 
Señalización celular. La transducción de señales del exterior al interior celular y las 
adaptaciones que la célula lleva a cabo en respuesta a estas señales dictan la supervivencia y 
la diferenciación de la célula. A menudo estas señales se transmiten mediante modificaciones 
postraduccionales dinámicas tales como la fosforilación y la proteólisis. Cada vez hay más 
evidencias de que la O-GlcNAcilación es una modificación reversible preparada para integrar 
señales metabólicas e influir en procesos celulares. Se ha observado que algunos factores 
como la respuesta a nutrientes o el estrés celular alteran de una manera rápida y transitoria los 
niveles celulares de O-GlcNAc, que seguramente son necesarios para llevar a cabo 
modificaciones de la actividad de determinadas proteínas o de la transcripción de 
determinados genes (Griffith y Schmitz, 1999; Kearse y Hart, 1991). De alguna manera, la O-
GlcNAcilación actúa como un reóstato para modificar procesos celulares que ajustan la 
disponibilidad de nutrientes y el estrés celular. En este sentido, estudios recientes han 
demostrado que alteraciones en la O-GlcNAcilación causan serios efectos que conducen al 
desarrollo de enfermedades tales como cáncer, diabetes y neurodegeneración (Bond y 
Hanover, 2013; Forsythe y col., 2006; Hanover y col., 2005; Shafi y col., 2000). 
 
I.7. La O-GlcNAcilación de proteínas en plantas 
 
 En plantas, las modificaciones de proteínas por glicanos modulan muchos procesos 
celulares, como pueden ser la embriogénesis (van Hengel y col., 2001), el crecimiento, el 
desarrollo (Benfey y col., 1993; Schindelman y col., 2001; Sedbrook y col., 2002), así como 
la muerte celular programada (Majewska-Sawka y Nothnagel, 2000). Aunque existen pocos 
datos acerca de la modificación de Ser/Thr por residuos de O-GlcNAc, está claramente 
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confirmado que también tiene lugar en las proteínas de plantas (Hartweck y col., 2002; Heese-
Peck y col., 1995; Thornton y col., 1999). La O-GlcNAcilación parece afectar a diversos 
procesos en plantas, como respuesta a hormonas y señales ambientales, ritmos circadianos, 
vernalización, desarrollo, y transporte intercelular (Olszewski y col., 2010; Xing y col., 2009). 
Los primeros datos de O-GlcNAcilación de proteínas vegetales se obtuvieron en plantas de 
Nicotiana tabacum donde se determinó la existencia de modificaciones por O-GlcNAc en 
proteínas del complejo del poro nuclear y proteínas periféricas del núcleo (Heese-Peck y col., 
1995; Heese-Peck y Raikhel, 1998). Se ha comprobado que la proteína de tabaco NON-
CELL-AUTONOMOUS PATHWAY PROTEIN 1 y varias proteínas sin autonomía celular 
(non-cell autonomous proteins, NCAPs) de Cucurbita máxima estaban fosforiladas y O-
GlcNAciladas. Un estudio más detallado de una proteína NCAP, CmPP16-1, permitió 
identificar un residuo de serina que podría ser diana de fosforilación y de O-GlcNAcilación 
(Taoka y col., 2007). Más recientemente se ha demostrado, en tabaco, la existencia de 
histonas O-GlcNAciladas que interaccionan con la lectina Nictaba, que se induce por 
tratamientos con ácido jasmónico o por el ataque por insectos, lo que hace sugerir que Nictaba 
y las histonas O-GlcNAciladas participarían en la señalización que se origina por estos tipos 
de estrés (Schouppe y col., 2011). Son todavía muy pocas las proteínas O-GlcNAciladas que 
se han identificado hasta el momento en plantas, una de las principales razones es que no es 
fácil trabajar con este tipo de proteínas porque no se han desarrollado buenos métodos para su 
detección. 
 
I.8. Estructura de las OGTs de plantas y funciones en las que participan 
 
La investigación de la O-GlcNAcilación en plantas se inició con el estudio de 
componentes de la respuesta de la planta a las giberalinas. Estas hormonas vegetales controlan 
numerosos procesos que incluyen germinación, crecimiento, floración y desarrollo de la 
semilla (Hartweck, 2008). Análisis de plantas deficientes en la respuesta a giberelinas 
identificaron un gen que se denominó SPINDLY (SPY) (Jacobsen y Olszewski, 1993; 
Silverstone y col., 2007; Wilson y Somerville, 1995). En un principio se propuso que la 
proteína SPY era un represor de la señalización de giberelinas, pero más tarde se comprobó, 
que las plantas mutantes spy también tenían defectos en la respuesta a luz, actividad del 
meristemo, crecimiento de la raíz, ritmo circadiano y respuesta a citoquininas, que no están 
causados por defectos en la señalización por giberelinas (Olszewski y col., 2010). 
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Como ya se ha comentado anteriormente, al contrario de lo que ocurre en animales 
que solo tienen una única OGT y en hongos, que tienen una o ninguna, los musgos y las 
plantas vasculares contienen dos OGTs. Después de la identificación de SPY, se identificó 
una segunda OGT de A. thaliana se denominó SECRET AGENT (SEC). Mientras SEC 
muestra una organización y una función muy similar a las OGTs de mamíferos, SPY está más 
relacionada con las OGTs de levaduras y bacterias (Hanover y col., 2010; Hartweck y col., 
2002; Kreppel y col., 1997; Lubas y col., 1997; Olszewski y col., 2010; Thornton, 2001). La 
estructura de la OGTs de plantas, muestra en la región N-terminal el sitio de reconocimiento 
de las proteínas diana, que está formado por una serie de repeticiones de tetratricopéptidos. En 
la región C-terminal de ambas proteínas se encuentra el sitio catalítico O-glicosil transferasa. 
Finalmente, se ha identificado un sitio de unión a fosfolípidos de membrana que se encuentra 
en el extremo C-terminal de ambas OGTs (Fig. I.8). El análisis filogenético de las OGTs 
identificadas hasta el momento ha llevado a proponer que las secuencias de SEC y SPY de 
plantas se originaron a partir de una duplicación génica (Olszewski y col., 2010). 
 
 
 
 
Figura I.8. Organización estructural de las dos OGTs de A. thaliana SEC y SPY. Las cajas numeradas 
indican las repeticiones de tetratricopéptidos. Las cajas de color azul indican las dos regiones que forman el 
dominio catalítico. La caja de color negro en SEC indica la localización de una inserción de longitud variable 
entre los dominios catalíticos. La región de color verde indica la región de unión a fosfolípidos (Olszewski y 
col., 2010). 
 
 
En plantas, la pérdida de la función SPY o SEC por separado no causa letalidad, 
aunque los efectos de la pérdida de SPY son más notables que los de la pérdida de SEC. Sin 
embargo, el doble mutante sec/spy muere durante la embriogénesis lo que indica que la 
actividad OGT es esencial para la viabilidad de la planta y que SEC y SPY tienen al menos 
una actividad esencial solapante, muy probablemente en la modificación de proteínas. A pesar 
de la relevancia de la O-GlcNAcilación en los procesos fisiológicos de las plantas, aún no se 
conocen las bases moleculares de los procesos específicos que resultan afectados cuando la 
actividad OGT se altera. Uno de los mayores impedimentos es el desconocimiento de la 
mayoría de las proteínas que se modifican por O-GlcNAcilación. 
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I.9. Modificación por O-GlcNAcilación de proteínas virales 
 
La O-GlcNAcilación también se ha descrito en varias proteínas virales estructurales y 
no estructurales, aunque en la mayoría de los casos su función aún no se conoce. Al contrario 
de otras formas glicosiladas de proteínas virales, que residen en la superficie de los virus, las 
proteínas O-GlcNAciladas están mayoritariamente localizadas en las proteínas que rodean los 
ácidos nucleicos de los virus. Por ejemplo, una proteína mayoritaria del tegumento, la 
fosfoproteína básica del citomegalovirus humano está O-GlcNAcilada en múltiples sitios 
(Greis y col., 1994). Una proteína estructural, la proteína gp41 de baculovirus también 
contiene residuos O-GlcNAc, que no están expuestos en la superficie del virión (Whitford y 
Faulkner, 1992). En el caso de una proteína de la cápside (CP) de adenovirus, la proteína 
fiber, la O-GlcNAcilación parece jugar un papel en su ensamblaje o estabilización (Mullis y 
col., 1990). 
También hay ejemplos de proteínas virales no estructurales O-GlcNAciladas tales 
como la proteína NS26 de rotavirus (Gonzalez y Burrone, 1991), el antígeno T de SV40 
(Medina y col., 1998) y la oncoproteína v-Erb-a codificada por el virus de la eritroblastosis 
aviar (Privalsky, 1990). Recientemente se ha demostrado que la O-GlcNAcilación del 
activador de la replicación y de la transcripción K-RTA del herpesvirus asociado al sarcoma 
de Kaposi favorece su interacción con la proteína celular PARP1, que inhibe su actividad (Ko 
y col., 2012). 
En el caso de virus de plantas, la CP del virus de la sharka (Plum pox virus, PPV), 
objeto de estudio de esta tesis, es la única proteína modificada por O-GlcNAcilación descrita 
hasta el momento (Fernández-Fernández y col., 2002a).  
 
I.10. La sharka, una enfermedad de árboles del género Prunus 
 
Plum pox virus (PPV), produce la sharka, la enfermedad más devastadora de árboles 
del género Prunus en Europa. Esta enfermedad produce graves pérdidas económicas en 
cosechas de albaricoque, melocotón y ciruela, ya que perjudica la calidad y causa la caída 
prematura de los frutos (López-Moya y col., 2000). El PPV se trasmite en la naturaleza por 
diferentes especies de pulgones de manera no persistente, aunque la introducción de plantas 
y/o material infectado es la manera más común de propagación a grandes distancias (Cambra 
y col., 2006; García y Cambra, 2007; Roy, 1994). La sharka se describió por primera vez en 
Bulgaria, alrededor de 1917, en ciruelos, y se reconoció como una enfermedad viral por 
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Atanassof (1932). Progresivamente, esta epidemia se ha ido extendiendo a lo largo de la 
cuenca del Mediterráneo, a gran parte de Europa, Oriente Próximo y Oriente Medio. También 
se encuentra en la India y en algunos países americanos como Canadá, Estados Unidos, Chile 
y Argentina (Barba y col., 2011; García y Cambra, 2007). Además, el PPV tiene un amplio 
espectro de huéspedes experimentales herbáceos tales como Chenopodium foetidum, Pisum 
sativum, A. thaliana y varias especies de Nicotiana (Llácer, 2006). 
 
I.11. Genoma y expresión génica del PPV 
 
El PPV está incluido en la familia Potyviridae (Adams y col., 2012; López-Moya y 
García, 2008; López-Moya y col., 2009) en el género Potyvirus que es el más numeroso e 
incluye aproximadamente el 30% de todos los virus de plantas, muchos de los cuales 
producen grandes pérdidas agrícolas y económicas a nivel mundial. El genoma del PPV 
consiste en una hebra de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva de 9741 a 9795 nt 
(García y col., 2013; SharCo database, http://w3.pierroton.inra.fr:8060/ visitada el 5 de 
Septiembre de 2013). Se han identificado ocho cepas del PPV, D (Dideron), M (Marcus), EA 
(El Amar), C (Cherry), CR (Cherry Russian), W (Winona), T (Turkey) y Rec (Recombinant). 
Esta clasificación está basada tanto en características serológicas, como en propiedades 
moleculares de cada grupo, dentro de las cuales PPV-M y PPV-D son las más ampliamente 
distribuidas (Bodin y col., 2003; Crescenzi y col., 1997; Glasa y col., 2005; James y Varga, 
2005; Kerlan y Dunez, 1979; Ulubaş Serçe y col., 2009). 
El RNA genómico tiene una proteína (VPg) unida a su extremo 5´ y un extremo 3´ 
poliadenilado (Riechmann y col., 1989). El genoma se encapsida en viriones alargados y 
flexibles de un tamaño aproximado de 750 x 20 nm (Glasa y Candresse, 2005). Los viriones 
están formados por unas 2000 unidades de un único tipo de proteína, la proteína CP, dispuesta 
de forma helicoidal (Shukla y col., 1994). Sin embargo, también se han encontrado niveles 
detectables de otra proteína viral, HCPro, asociada a los viriones del PPV (Manoussopoulos y 
col., 2000). Esta asociación podría estar relacionada con la capacidad de HCPro de actuar 
como puente entre las partículas virales y el estilete de los pulgones que transmiten al virus 
(Blanc y col., 1997; López-Moya y col., 1995; Roudet-Tavert y col., 2002). Aunque también 
se han propuesto otras funciones para esta asociación que no están relacionadas con la 
transmisión por pulgones (Roudet-Tavert y col., 2002). 
La mayoría del RNA genómico codifica una larga fase de lectura abierta que se 
traduce como una poliproteína de unos 355 kDa, que empieza desde el segundo codón AUG 
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(nt 147-149) (Riechmann y col., 1991; Simón-Buela y col., 1997). Esta poliproteína se 
autoprocesa proteolíticamente mediante tres proteasas codificadas por el virus, de las cuales 
P1 y HCPro cortan en cis, y NIaPro corta tanto en cis como en trans, para producir al menos 
10 productos maduros: P1, HCPro, P3, 6K1, CI, 6K2, NIa-VPg, NIaPro, NIb y CP (Fig. I.9). 
Además, como se ha propuesto para otros potyvirus, otra proteína del PPV, P3N-PIPO se 
produciría por un cambio de fase (+2) a partir de una fase de lectura abierta corta que está 
incluida en la secuencia que codifica a la proteína P3 (Chung y col., 2008). 
La replicación del PPV tiene lugar en asociación con membranas intracelulares, 
probablemente derivadas del retículo endoplasmático (Martin y Garcia, 1991). En estas 
estructuras, el RNA potyviral se replica por la replicasa del virus, la proteína NIb (Hong y 
Hunt, 1996) utilizando como iniciador la proteína VPg uridilada por la misma polimerasa. 
Otros factores virales que se necesitan para la replicación del PPV son: la helicasa de RNA CI 
(Fernandez y col., 1997) y el factor 6K2, que dirige el anclaje a las membranas del complejo 
de replicación (Beauchemin y col., 2007; Restrepo-Hartwig y Carrington, 1994). Además, la 
proteína NIa interacciona con la proteína NIb (Fellers y col., 1998; Li y col., 1997) y con 
RNA (Daròs y Carrington, 1997), pudiendo servir como soporte de estos productos durante el 
proceso. Otras proteínas posiblemente implicadas son las proteínas P1, que parece ser un 
factor importante para la adaptación del virus a sus huéspedes particulares (Valli y col., 2007) 
y P3 (Klein y col., 1994; Rodriguez-Cerezo y col., 1993; Verchot y Carrington, 1995).  
 
 
 
 
 
 
Figura I.9.  Esquema del procesamiento proteolítico de la poliproteína codificada por el RNA genómico 
del PPV. El diagrama muestra el mapa y la organización del genoma viral. Se indica con cajas la posición de 
cada una de las proteínas maduras. Debajo se indican alguna de las funciones de las proteínas maduras. Las 
flechas curvas indican los sitios de corte de P1 y HCPro. Las flechas verticales indican los 7 sitios de corte 
llevados a cabo por la proteasa NIaPro. El circulo de color azul representa la VPg unida al extremo 5´ del 
genoma. En el extremo 3´ del genoma se indica la cola poliadenilada (poly A). 
 
 
Recientemente se han publicado varias revisiones que describen en detalle las 
propiedades biológicas del PPV (García y col., 2013; Sochor y col., 2012; Šubr y Glasa, 
2013). 
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El trabajo que se describe en esta memoria, está enfocado en la CP del PPV. La 
principal función de la CP es la ensamblaje de las partículas virales que protegen al genoma 
viral. En la secuencia de la CP de los potyvirus se distinguen tres dominios, un dominio 
central conservado que es esencial para el ensamblaje del virión (Shukla y col., 1988; 
Varrelmann y Maiss, 2000), así como para la interacción con los plasmodesmos (Rojas y col., 
1997), y el movimiento célula a célula (Dolja y col., 1994; Dolja y col., 1995). Y por otro 
lado, los dominios N- y C-terminal que están expuestos en la superficie del virión y son 
altamente inmunogénicos (Allison y col., 1985; Shukla y col., 1994; Voloudakis y col., 2004). 
El dominio N-terminal de la CP presenta gran variabilidad y está implicado en el 
movimiento a larga distancia (Andersen y Johansen, 1998; Andrejeva y col., 1999; Carbonell 
y col., 2013; Dolja y col., 1994; López-Moya y Pirone, 1998). Se ha comprobado que más que 
una secuencia de aminoácidos específica, las características necesarias de este dominio para el 
movimiento viral son una apropiada carga neta y una disposición estructural adecuada 
(Kimalov y col., 2004; López-Moya y Pirone, 1998). Sin embargo, determinadas secuencias 
específicas de esta región también son relevantes para la adaptación del virus a diferentes 
huéspedes (Carbonell y col., 2013; Salvador y col., 2008a). La alta inmunogenicidad y la falta 
de requerimientos estrictos en la secuencia de aminoácidos hacen del extremo N-terminal de 
CP un sitio muy apropiado para utilizarse como presentador de antígenos en la preparación de 
vacunas recombinantes (Fernández-Fernández y col., 1998; Fernández-Fernández y col., 
2002b). En la región N-terminal de la CP existen tres residuos conservados, Asp-Ala-Gly, que 
participan en la interacción con HCPro y son esenciales en la transmisibilidad por pulgones 
(Atreya y col., 1990; Atreya y col., 1991; Blanc y col., 1997; Seo y col., 2010), aunque otras 
regiones de la CP pueden también participar en esta interacción (Dombrovsky y col., 2005; 
Roudet-Tavert y col., 2002; Seo y col., 2010). En la naturaleza aparecen espontáneamente 
virus con una deleción de 15 aminoácidos en la región N-terminal de la CP que afecta la 
triada Asp-Ala-Gly (mutantes NAT: Non-Aphid Transmissible) (López-Moya y col., 1995; 
Maiss y col., 1992). Esta deleción parece que está asociada al paso del virus a especies 
herbáceas, y aunque no elimina la capacidad de infectar a los huéspedes naturales del género 
Prunus sí que causa una disminución de la eficacia biológica del virus en estas plantas 
(Salvador y col., 2008b).  
Hace un tiempo se describió la interacción entre la CP del potyvirus PVY con la 
subunidad grande del complejo RuBisCO (Feki y col., 2005). Recientemente se ha descrito la 
importancia de la subunidad pequeña de este complejo en el movimiento de los tobamovirus y 
en la resistencia mediada por el gen de resistencia Tm-22 (Zhao y col., 2013). Por tanto, existe 
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la posibilidad de que también la interacción de la CP de los potyvirus con RuBisCO 
desempeñe un papel en el movimiento viral y en respuestas defensivas de la planta. 
Especialmente relevante para los objetivos de esta tesis es que en nuestro laboratorio 
se observó por primera vez, la existencia modificaciones postraduccionales que afectaban a la 
CP del PPV. Mediante análisis de western, se observaron fosforilaciones en serinas y/o 
treoninas de la CP del PPV (Fernández-Fernández y col., 2002a), como ya se había observado 
para la CP de otro potyvirus, el Potato virus A (Ivanov y col., 2003; Ivanov y col., 2001). 
Además, se detectó mediante un marcaje específico para proteínas glicosiladas con UDP-
[3H]galactosa, que la CP del virión presentaba modificaciones por carbohidratos, y se 
confirmó mediante análisis de espectroscopia de masas que tal modificación ocurría en la 
región N-terminal de la CP, por residuos de N-acetilglucosamina que se unían mediante un 
enlace de tipo O-glicosídico. La O-GlcNAcilación de la CP y su papel durante la infección 
viral por el PPV han sido el objeto de estudio de esta tesis y para la cual se plantearon los 
objetivos que se enuncian en el siguiente capítulo. 
Se ha propuesto que las modificaciones postraduccionales pueden ser elementos de 
control para regular la fracción de RNA genómico que se destina a la traducción, replicación 
y propagación durante las diferentes etapas del proceso de infección (Ivanov y col., 2003). 
Las chaperonas celulares parecen desarrollar un papel fundamental en esta regulación 
(Aparicio y col., 2005; Hafrén y col., 2010; Hofius y col., 2007; Sugio y col., 2009). La CP de 
los potyvirus tiene actividad NTPasa, y es probable que esta actividad también sea relevante 
en el mecanismo regulador (Rakitina y col., 2005). 
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II. OBJETIVOS 
 
Partiendo de la base de que las modificaciones postraduccionales de la CP pueden 
desempeñar mecanismos reguladores de gran importancia en el proceso de infección de los 
potyvirus, en esta tesis nos hemos propuesto los siguientes objetivos: 
 
1.- Identificar la(s) enzima(s) OGT(s) implicada(s) en la O-GlcNAcilación de la 
CP del PPV. 
 
2.- Identificar los residuos de la CP del PPV modificados por O-GlcNAcilación. 
 
3.- Determinar el papel de la O-GlcNAcilación de la CP en la infección del PPV. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
III.1. MATERIAL BIOLÓGICO 
 
III.1.1. Plantas 
 
Los ensayos para identificar la OGT que O-GlcNAcila a la CP del PPV se llevaron a cabo 
en A. thaliana. Se usaron los ecotipos de A. thaliana silvestres Columbia-0 (Col-0) y 
Wassilewskija (WS), además de los mutantes sec-2 y spy-3 de Col-0 y sec-1 de WS 
(Hartweck y col., 2002). Las semillas de los mutante se obtuvieron del laboratorio del Dr. 
Neil Olszewski (Universidad de Minnesota). 
Los ensayos de infectividad viral y la determinación de la sintomatología del PPV y sus 
mutantes se llevaron a cabo en los ecotipos de A. thaliana Col-0 y Landsberg erecta (Ler), las 
especies herbáceas Nicotiana clevelandii y Nicotiana benthamiana, y el huésped leñoso 
Prunus persica cv GF305. 
Para la transformación genética de plantas con las repeticiones invertidas (IR) de un 
fragmento altamente conservado de los genes de SEC (SEC-b2 y SEC-b3), provenientes de N. 
benthamiana, se utilizaron discos de hoja de plantas de esta especie. 
Las semillas de las plantas transgénicas de N. benthamiana germinaron in vitro, en medio 
MS (Murashige y Skoog, 1962) con 1% de sacarosa y 100 mg/l de kanamicina. Las semillas 
de plantas no transgénicas germinaron en el mismo medio sin antibiótico. Después de dos 
semanas de incubación en cámaras de ambiente controlado con 14 h de luz artificial (5500 
luxes) a 24 ºC, las plántulas se transfirieron a una mezcla 3:1 de tierra:vermiculita y se 
cultivaron en un invernadero, con 67-70% de humedad relativa, fotoperiodo de 16 horas de 
luz y 19-23 ºC de temperatura. Las semillas de Arabidopsis germinaron en tierra altamente 
humedecida, después de ser sometidas a vernalización por 48 horas a 4 ºC en oscuridad. 
Posteriormente se transfirieron a una cámara de ambiente controlado con una humedad 
relativa del 50-60%, fotoperiodo de 12 horas de luz artificial (4500-5500 luxes de intensidad 
lumínica) y 22 ºC de temperatura. 
 
III.1.2. Bacterias y plásmidos 
 
III.1.2.1. Bacterias 
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Para la propagación de los plásmidos empleados en las distintas clonaciones se utilizó la 
cepa DH5α de Escherichia coli (Sambrook y col., 1989). Para los experimentos de expresión 
transitoria por agroinfiltración y para la obtención de plantas transgénicas, se utilizó la cepa 
C58C1 de Agrobacterium tumefaciens (Van Larebeke y col., 1974). 
Las cepas DH5α de E. coli y C58C1 de A. tumefaciens se cultivaron a 37 ºC y 28 ºC, 
respectivamente, en medio LB (bacto-triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y cloruro de 
sodio 10 g/l), al que se añadieron 18 g/l de agar para los cultivos en medio sólido. 
Las células DH5α competentes, preparadas por el método de Inoe y col. (1990), se 
transformaron mediante choque térmico con plásmidos completos o con fragmentos de DNA 
ligados in vitro (Sambrook y col., 1989). Los plásmidos purificados a partir de células de E. 
coli se introdujeron en las células de A. tumefaciens por electroporación, siguiendo el 
protocolo descrito en el manual de instrucciones del aparato “Electro cell manipulator 600” de 
BTX. En todos los casos los clones deseados se identificaron por análisis de restricción y, 
eventualmente secuenciación (Macrogen) del DNA plasmídico.  
Para conservar las cepas originales y las cepas transformadas de E. coli y de A. 
tumefaciens durante periodos cortos de tiempo, se mantuvieron a 4 ºC en placas con medio 
LB solidificado, conteniendo los antibióticos correspondientes. La conservación por largos 
períodos de tiempo se realizó resuspendiendo las células en medio LB con glicerol al 20% y 
manteniéndolas a -80 ºC. 
 
III.1.2.2. Clones de cDNA del genoma completo del PPV 
 
En este trabajo se emplearon clones cDNA capaces de iniciar la infección del PPV en 
plantas herbáceas (pICPPV-NK-lGFP y sus derivados) y en plántulas de P. persica (pICPPV-
5’BDGFP y sus derivados). pICPPV-NK-lGFP proviene del clon cDNA completo del genoma 
de PPV-R pICPPV-NK (Fernández-Fernández y col., 2001) con el gen de la GFP de 
pTXS.GFP (Baulcombe y col., 1995) insertado entre sus sitios NaeI y KpnI (resultados no 
publicados de P. Sáenz, M.R. Fernández-Fernández y J.A. García). pICPPV-5’BDGFP es un 
clon quimérico derivado de pICPPV-NK-GFP (Fernández-Fernández y col., 2001) y de 
cDNA de un aislado del PPV de la raza D que infecta muy eficientemente plantas de Prunus 
(Salvador y col., 2008a). pBIN-PPV-NK-GFP tiene clonada la secuencia de PPV-NK-GFP en 
pBIN19 para utilizarse en infección mediante agroinfiltración. 
 
III.2. MANIPULACIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO 
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III.2.1. Inoculación del PPV 
 
III.2.1.1. Inoculación biolística 
 
Para la inoculación con cDNA viral, el DNA plasmídico se adsorbió sobre partículas de 
oro que se proyectaron contra el tejido foliar usando el aparato “Helios-Gene Gun” de Bio-
Rad de acuerdo al protocolo descrito por López-Moya y García (2000). Para la preparación de 
los cartuchos se utilizó una suspensión de 2 µg de DNA/mg de oro. En el caso de Nicotiana y 
de Arabidopsis se disparó un cartucho por planta, mientras que para la inoculación de plantas 
de Prunus se dispararon 2 cartuchos. Cada cartucho se disparó dos veces, realizando cada 
disparo en una hoja diferente. 
 
III.2.1.2. Inoculación manual 
 
Para las inoculaciones con extractos de plantas infectadas, se homogeneizó tejido de 
hojas infectadas congelado en nitrógeno líquido y pulverizado en mortero, en tampón fosfato 
sódico 5 mM, pH 7.2 (2 ml de tampón por 1 g de tejido). Los restos de tejido se eliminaron 
por centrifugación. Se emplearon 15 µl de extracto para inocular tres hojas de cada planta de 
Nicotiana, espolvoreadas previamente con carborundo. 
 
III.2.1.3. Inoculación mediante agroinfiltración 
 
Para llevar a cabo la agroinfiltración se cultivaron células de A. tumefaciens, 
transformadas con el plásmido de interés, a 28 ºC durante 48 horas en 5 ml de medio LB con 
rifampicina (25 µg/ml) y kanamicina (50 µg/ml). Doscientos µl de ese cultivo se usaron para 
inocular 50 ml de medio LB con los mismos antibióticos. El nuevo cultivo se incubó a 28 ºC 
durante 16 horas. Pasado este tiempo se separaron 5 ml del mismo para purificar el plásmido 
y comprobar su integridad. El resto se centrifugó a 1000 x g durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. El sedimento se resuspendió en una solución  de sulfato de magnesio 10 mM, MES 
10 mM y acetosiringona 150 µM, en el volumen necesario para que la densidad óptica a 600 
nm (DO600) fuera 0.5. La suspensión de células se incubó durante 2 horas a temperatura 
ambiente, y se infiltró el cultivo en los espacios intercelulares de tres (en el caso de N. 
benthamiana) o cinco (para A. thaliana) hojas del huésped presionando con una jeringa de 1 
ml sobre el envés de cada hoja. 
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III.2.2. Purificación de viriones del PPV 
 
Para la purificación de viriones del PPV se partió de hojas jóvenes de plantas 
infectadas de N. clevelandii, N. benthamiana o A. thaliana, y se utilizó el método descrito por 
Laín y col., (1989) con ligeras modificaciones (Chen y col., 2005). Los viriones purificados se 
resuspendieron en borato de sodio 50 mM, pH 8.2, y se conservaron a -20 ºC, hasta su uso. 
 
III.2.3. Manipulación de plantas en cultivos in vitro  
 
III.2.3.1. Transformación y desarrollo de plantas a partir de discos de hoja 
 
El procedimiento de transformación genética por incubación de discos de hojas con 
cultivos de A. tumefaciens está basado en el descrito por Horsch y col. (1985) con algunas 
modificaciones. Se seleccionaron hojas sanas, sin daños, de plantas jóvenes de N. 
benthamiana, cultivadas en invernadero, y se esterilizaron con una solución de hipoclorito de 
sodio comercial al 1%. Se cortaron en cuadrados pequeños para producir heridas en los 
bordes y se cultivaron durante dos días en medio MS con 1 µg/ml de BAP, 0.1 µg/ml de NAA 
y 1% de sacarosa (medio de regeneración). Para la posterior inoculación se seleccionaron los 
explantes que mostraban protuberancias. Las células de A. tumefaciens, que portaban el 
plásmido adecuado para cada transformación, se cultivaron en medio YEP sin extracto de 
levadura y con 5 mg/ml de tetraciclina. Las bacterias se recolectaron por centrifugación y se 
resuspendieron en medio MS con 150 µM de acetosiringona. Los explantes seleccionados se 
inocularon por inmersión en la suspensión de A. tumefaciens. Después de secarlos 
ligeramente, se colocaron en medio de regeneración solidificado y se incubaron a 25 ºC 
durante 2 días en oscuridad. Posteriormente, se transfirieron a medio de regeneración 
solidificado que contenía 100 µg/ml de kanamicina (medio de selección) y 250 µg/ml de 
cefotaxima y se incubaron a 25º C bajo un fotoperiodo de 14 h de luz intensa y 10 h de 
oscuridad.  
Los brotes aparecieron al cabo de 3-4 semanas. Una vez alcanzado un tamaño 
aproximado de 0.5 cm, se cortaron y transfirieron individualmente a medio MS con 1% de 
sacarosa y 100 µg/ml de kanamicina (medio de enraizamiento). A medida que fueron 
enraizando las plántulas, se trasplantaron a macetas pequeñas con tierra estéril y se 
mantuvieron durante una semana en un fitotrón con 70% de humedad y 22 ºC de temperatura. 
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Tras este período de aclimatación, las plantas se transfirieron al invernadero hasta la 
producción de semillas por autofecundación. 
 
III.2.3.2. Análisis de segregación de líneas tras reproducción sexual 
 
Se recogieron las semillas de las plantas transformadas de N. benthamiana (generación 
F0). Se pusieron a germinar treinta de estas semillas transgénicas en medio MS (Murashige y 
Skoog, 1962) con 1% de sacarosa y 100 mg/l de kanamicina para realizar la selección 
mediante resistencia al antibiótico. Tras dos semanas se cuantificó su segregación 
contabilizando el número de plántulas que crecían con normalidad frente al total de semillas 
germinadas. Se cultivaron plantas (generación F1) de las líneas que mostraban una 
segregación de la resistencia a kanamicina 3:1 y se pasaron al invernadero, hasta obtener 
semillas por autofecundación. El proceso se repitió para obtener plantas de generación F2 
homocigotas, con las que se realizaron los distintos experimentos. 
 
III.2.4. Monitorización de la infección viral 
 
La GFP expresada por el PPV se observó por exposición a una lámpara de luz UV 
(Black Ray model B 100 AP) y se tomaron fotografías con una cámara digital Nikon D1X. 
También se realizaron observaciones con un microscopio de fluorescencia Leica MZ FLIII 
con filtros de excitación y de barrera de 480/40 nm y 510 nm, respectivamente, y se tomaron 
fotografías con una cámara digital Olympus DP70. 
 
III.3. PREPARACIÓN Y MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 
III.3.1. Purificación de ácidos nucleicos 
 
III.3.1.1. Obtención de DNA plasmídico 
 
La purificación de DNA plasmídico a partir de cultivos de colonias de E. coli se realizó 
por el método de lisis alcalina descrito por Sambrook y col. (1989). Las preparaciones de 
plásmidos en pequeña escala se hicieron a partir de 5 ml de cultivo bacteriano y las de mayor 
escala a partir de 150 ml. Para la obtención del DNA plasmídico a partir de cultivos de 
colonias de A. tumefaciens se usó el estuche “QIAprep Spin Miniprep kit”, siguiendo las 
instrucciones del fabricante (Qiagen).  
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III.3.1.2. Obtención de DNA genómico de plantas 
 
La purificación de DNA genómico de plantas de A. thaliana y de N. benthamiana se 
realizó con los estuches GenElute Plant Genomic DNA (SIGMA) y DNeasy Plant Mini Kit 
(QIAGEN) respectivamente, a partir de 250 mg de tejido previamente congelado y 
pulverizado en nitrógeno líquido. 
 
II.3.1.3 . Obtención de RNA total de plantas 
 
La purificación de RNA total de plantas de A. thaliana y N. benthamiana se realizó de 
acuerdo al protocolo descrito por Logemann y col. (1987), utilizando el tampón-Z6, a partir 
de 50 mg de tejido previamente congelado y pulverizado en nitrógeno líquido.  
 
III.3.2. Tratamientos enzimáticos en los procesos de clonación 
 
Las enzimas de restricción se emplearon según las especificaciones de cada proveedor 
(NEB o Fermentas). La eliminación de los grupos fosfato de los extremos 5´ de fragmentos de 
DNA obtenidos por digestión enzimática se realizó mediante tratamiento con fosfatasa 
alcalina de gamba siguiendo las instrucciones del proveedor (USB). La ligación de 
fragmentos de DNA se efectuó con ligasa de DNA del bacteriófago T4 (Fermentas). Todos 
los tratamientos descritos con enzimas modificadoras en los que no se ha especificado el 
protocolo, se realizaron según lo descrito por Sambrook y col. (1989). 
 
III.3.3. Amplificación de DNA mediante PCR 
 
Las amplificaciones de DNA mediante la reacción de polimerización en cadena (PCR) 
(Saiki y col., 1985) se realizaron en un termociclador PTC-100TM (MJ Research, INC). Para 
amplificar los fragmentos de DNA utilizados en los procesos de clonación se usó el sistema 
Expand High Fidelity (Roche) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La 
introducción de las mutaciones individuales en la secuencia codificante de la CP del PPV se 
llevó a cabo incluyendo en los iniciadores las modificaciones de secuencia apropiadas. Como 
iniciadores de la elongación se emplearon diferentes oligonucleótidos sintéticos (5 ng/µl por 
reacción). El número de ciclos y las condiciones de cada uno de ellos se ajustaron según la 
pareja de iniciadores empleados. 
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III.3.4. Amplificación de RNA viral mediante inmunocaptura y RT-PCR (IC-RT-PCR) 
 
La amplificación de RNA viral por PCR precedida de inmunocaptura (IC) y 
transcripción reversa (RT) se realizó con muestras procedentes de extractos de plantas 
infectadas o de virus purificado. El material vegetal infectado se homogeneizó en tampón 
fosfato de sodio 5 mM pH 7.2. Las muestras así preparadas (50 µl) se incubaron a 4 ºC toda la 
noche y durante 2 h a temperatura ambiente en tubos previamente tapizados con IgGs anti-CP 
del PPV. A continuación, tras tres lavados con tampón PBS-Tween, se llevaron a cabo 
conjuntamente las reacciones de RT y PCR utilizando el estuche “Titan PCR System” 
(Roche). 
Para verificar la estabilidad de las mutaciones se amplificó la región codificante de la 
GFP y del extremo N-terminal de la CP del PPV. La pareja de oligonucleótidos empleada 
como iniciadores fue la 80-55 (ver apartado III.4). Para la amplificación de las muestras 
provenientes de los experimentos de co-inoculación se utilizó el par de oligonucleótidos 
ETGFP-1 forward y 55. Los fragmentos de DNA obtenidos mediante IC-RT-PCR se 
purificaron con el estuche “miniELUTE PCR purification kit” (Qiagen). 
 
III.3.5. Electroforesis en geles de agarosa. Extracción y purificación de los fragmentos de 
DNA separados por electroforesis 
 
La separación de fragmentos de DNA se realizó mediante electroforesis en geles 
horizontales de agarosa, a una concentración del 1.0 %, y con 10 mg/ml de BrEt. Como 
electrolito se utilizó tampón TBE (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM pH 8). Los geles se 
fotografiaron con un captador de imágenes “Gel Doc 2000” (Bio-Rad) con transiluminador de 
radiación UV. 
Los fragmentos de DNA del tamaño deseado se purificaron por el método de “Freeze 
and Squeeze” (Tautz y Renz, 1983) o con el estuche “QIAEX II Gel extraction kit” (Qiagen). 
 
III.3.6. Secuenciación de DNA 
 
Las primeras secuenciaciones de este trabajo se realizaron con un secuenciador 
automático ABI Prism 3700 en un servicio interno del Centro Nacional de Biotecnología. 
Posteriormente, las secuenciaciones se realizaron en las compañías Secugen o Macrogen. 
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III.3.7.  Marcaje de RNA para la realización de sondas radioactivas 
 
La sonda radiactiva marcada con α-32P CTP (300 Ci/mmol) que se usó para 
determinar la acumulación de mRNA de SEC se obtuvo sintetizando por transcripción in vitro 
un fragmento de RNA complementario a la región 3’ del mRNA de SEC-b2. La transcripción 
in vitro se realizó con el estuche “MAXIscriptT7” (Ambion Inc), sustituyendo la RNA 
polimerasa del fago T7 por la del fago SP6 (Roche). Como molde se usó el plásmido pTOPO-
TA-SEC-b2 (ver apartado III.5.3) digerido con la enzima EcoRV. 
Para purificar el RNA marcado radiactivamente y eliminar la radiactividad no 
incorporada se utilizaron columnas “Illustra MicroSpin S-200 HR” (GE-Healthcare) 
siguiendo el protocolo del fabricante. 
 
III.3.8.  Detección de secuencias de RNA por hibridación con sondas radioactivas 
 
Para el análisis tipo Northern, se desnaturalizaron muestras de 10 µg de RNA por 
calentamiento a 55 ºC durante 15 minutos en presencia de MOPS 40 mM, formaldehído 6% y 
formamida 50%, pH 7. A continuación se separaron en geles de agarosa 1% en el mismo 
tampón, y se transfirieron por capilaridad a una membrana de Nylon Zeta-Probe (Bio-Rad) 
con solución tampón SSC 6x, durante 16 horas. La fijación del RNA a la membrana se realizó 
por radiación-UV (1500 julios) en un aparato Ultraviolet Crosslinker (Amersham). El RNA 
fijado a la membrana se tiñó con azul de metileno (como control de carga) y posteriormente 
se pre-hibridó durante una hora a 65 ºC en el tampón ULTRAhybTM (Ambion). En este 
mismo tampón se llevó a cabo la hibridación con la sonda marcada a 65 ºC durante toda la 
noche. La membrana se lavó dos veces a 45 ºC durante 5 minutos con 2xSSC y SDS 0.1%, y 
otras dos veces a la misma temperatura durante 15 minutos en 0.1xSSC y SDS 0.1%. 
Películas sensibles a la radiación se expusieron sobre la membrana en oscuridad y 
posteriormente fueron reveladas. 
 
III.4. OLIGONUCLEÓTIDOS  
 
III.4.1. Oligonucleótidos utilizados para la identificación de los mutantes de cada ecotipo 
de Arabidopsis 
 
Para identificar plantas mutantes sec-1 de Arabidopsis 
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Oligo-Feldman left   5’- GATGCAATCGATATCAGCCAATTTTAGAC -3’ 
Oligo-NSIR    5’-TGGGTCAATACGAAGAACCTCATTATAG -3’ 
Para identificar plantas mutantes sec-2 de Arabidopsis 
Oligo-Jack left 5’- GAACATCGGTCTCAATGCA -3’ 
Oligo-NS4R    5’- AAACCAAGACAAAATCCAGATCCTCATCA -3’ 
Para identificar plantas mutantes spy-3 de Arabidopsis 
Oligo-Spy-LPD  5’- AAAACAGTCCGGAGCCTAACC -3’ 
Oligo-JP91  5’- GCGACCTATCACCATTGGA -3’ 
 
III.4.2. Oligonucleótidos utilizados para la obtención de los diferentes mutantes 
puntuales y múltiples de la CP del PPV 
 
Para cambiar por alanina las diferentes treoninas o serinas que se mutaron en la 
secuencia de la CP del PPV se utilizaron los siguientes oligonucleótidos mutadores:  
Oligo-T19A   5’- CGGTGCAGCAACTACAC -3’ 
Oligo-T24A   5’- TGGGCTAGCTGCTGCCG -3’ 
Oligo-S25A   5’- GTATTGGGGCAGTTGCTGC -3’ 
Oligo-T50A   5′- GCTGGCGCGAAAATGGG -3′ 
Oligo-T53A   5′- GAGTTGCTGCTGGCGTG -3′ 
Oligo-T54A   5′- TTGAGCTGTTGCTGGCGT -3′ 
Oligo-T58A   5′- GTTTTGCTGCTGGTTGAG -3′  
Oligo-T71A   5′- CAAAAGCTTGCAGTTGAGG -3′ 
Oligo-T74A   5′- CCATATGCTCCAAAAGTTTG -3′ 
Oligo-T91A   5′- TGTTTGCGTTGACTAGCG -3′ 
Para la creación del mutante TT19,24AA, se utilizó el oligo mutador T19A, y como 
molde de amplificación el clon mutante pICPPV-NK-lGFP-T24A. 
 
Otros oligonucleótidos utilizados en los procesos de clonación de las secuencias con 
mutaciones puntuales, en la transferencia de las mutaciones múltiples MG, MG-T40, MG-T41 
y MG-S43 (Scott y col., 2006), y en la secuenciación de la secuencia codificante de la zona 
mutada de la CP del PPV: 
Oligo-80   5´- TTGGGTTCTTGAACAAGC -3´ 
Oligo-55   5´- CTATGCACCAAACC -3´ 
Oligo-ETGFP-1 sentido 5′- GTGCACCAAGCTGACGAAAGAGAAGAC -3′  
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Oligo-ETGFP-2 antisentido  5′- CACCTGTGAAACTGGTTTTGTTGC -3′ 
Oligo-272   5′- TTTAACGATGATGGTG -3′ 
 
III.4.3. Oligonucleótidos utilizados en la construcción y análisis de los plásmidos con las 
IR de SEC 
 
Oligonucleótidos degenerados utilizados en los procesos de amplificación de la IR de 
los genes de SEC a partir de RNA total purificado de tejido de N. benthamiana: 
Oligo-P1-1  5’- ATACARATMYTWATCAAYC -3’ 
Oligo-P1-2  5’- AATGGYTAYACHAAGGGKGC -3’ 
Oligo-P2-1  5’- ACGYTTRAGRATRTTTCACC -3’ 
Oligo-P2-2  5’- RAGWGCACTGTTKGGHAC -3’ 
   Donde R=A,G; M=A,C; Y=C,T; W=A,T; K=T,G; H=A,T,C. 
 El siguiente oligo se utilizó para introducir en el fragmento amplificado de la IR de los 
genes de SEC, las dianas XbaI y ClaI: 
Oligo-P1 5’- TCTAGAATCGATAATGGTTATCACAGCAAGGGGTGC -3’ 
 Oligonucleótidos utilizados para identificar la IR de las plantas transgénicas: 
Oligo-P776  5´- GTAAGTAGATCTTCAACA -3’ 
Oligo-P777  5´- CTGCAAACACACAAGAC -3´  
Oligo-SEC P2-1 5´- ACGYTTRAGRATRTTRCACC -3´  
Donde Y=C+T  y  R=A+G 
Oligonucleótidos utilizados en la amplificación del fragmento 3’-terminal de las 
secuencias de los genes de SEC para utilizarse como sonda radiactiva para detectar el nivel de 
expresión de SEC: 
Oligo-1a  5´- CTGAGATTTTTATAACTTGG -3´ 
Oligo-2b  5´- ATAACTTGGTGCAACATCC -3´ 
 
III.5. CONSTRUCCIÓN DE PLÁSMIDOS 
 
III.5.1. Obtención de plásmidos con mutaciones puntuales en la secuencia codificante de 
la CP del PPV 
 
Las mutaciones de los codones de los residuos de Ser y/o Thr presuntamente 
glicosilables de la CP del PPV, se realizaron usando el método de PCR en 2 pasos (Herlitze y 
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Koenen, 1990). En la primera reacción de PCR (PCR-1) se usaron como iniciadores los 
oligonucleótidos mutadores (apartado III.4) y como molde pICPPV-NK. Los productos de la 
PCR-1 y un fragmento específico del plásmido pICPPV-NK digerido con las enzimas BsaBI-
EcoRV, se utilizaron en una segunda reacción de PCR (PCR-2) con los oligonucleótidos 
flanqueantes 80 y 55 (apartado III.4). Con los productos de la PCR-2 digeridos con KpnI y 
SacI se reemplazaron los fragmentos correspondientes en pICPPV-NK-lGFP. Posteriormente, 
algunas de las mutaciones se transfirieron al clon pICPPV-5’BDGFP usando también las 
enzimas KpnI-SacI.  
Las secuencias codificantes de los mutantes múltiples de la CP del PPV MG (S16A, 
T19A, T24A, S25A, T40A, T41A, S43A), MG-T40 (S16A, T19A, T24A, S25A, T41A y 
S43A), MG-T41 (S16A, T19A, T24A, S25A, T40A y S43A), y MG-S43 (S16A, T19A, 
T24A, S25A, T40A y T41A), se obtuvieron a partir de los plásmidos pp4-2 MG, pp4-2 MG-
T40, pp4-2 MG-T41 y pp4-2 MG-S43, proporcionados por el laboratorio del Dr. Neil 
Olszewski (Universidad de Minnesota) (Scott y col., 2006). La amplificación de estas 
secuencias se realizó mediante PCR con los oligonucleótidos ETGFP-1 sentido y ETGFP-2 
antisentido (apartado III.4). El producto de esta primera PCR y un fragmento obtenido 
cortando de pICPPV-NK-lGFP con las enzimas EcoRV y BpiI se utilizaron como molde para 
una segunda PCR con los oligonucleótidos 272 y ETGFP-2 antisentido (apartado III.4). El 
producto de la nueva PCR y un fragmento obtenido cortando de pICPPV-NK-lGFP con las 
enzimas BpiI y Bsh13651 se usaron como molde para una tercera PCR con los 
oligonucleótidos 272 y 55 (apartado III.4). El producto de esta última amplificación se digirió 
con las enzimas KpnI y SacI para reemplazar los fragmentos correspondientes en pICPPV-
NK-lGFP y pICPPV-5’BDGFP. 
La mutagénesis para crear el mutante múltiple CP7T/A, en el que las treoninas T19, 
T24, T41, T50, T53, T54 y T58 de la CP del PPV han sido reemplazadas por alaninas, se 
realizó por síntesis química (Genscript Corporation Piscatway, NJ, USA) del fragmento de 
cDNA correspondiente a la región del genoma del PPV comprendida entre los nt 9482 y 
9953, a la que se le añadió en sus extremos las dianas de restricción KpnI y SacI, y se clonó 
en el plásmido pUC57. Con el fragmento KpnI-SacI del plásmido resultante se reemplazó el 
fragmento correspondiente de pICPPV-NK-lGFP y pICPPV-5’BDGFP. 
En todos los casos se verificó la precisión de la clonación y la presencia de la(s) 
mutación(es) esperada(s) mediante análisis de restricción y secuenciación del fragmento 
clonado. 
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III.5.2. Construcción de plásmidos con repeticiones invertidas (IR) de fragmentos de los 
genes SEC-b2 y SEC-b3 
 
En el plásmido pCAMBIA1300 se realizaron las dos construcciones que contenían las 
repeticiones invertidas de los genes de SEC que se utilizaron para transformar plantas de N. 
benthamiana.  
 
 
Figura III.1. Representación esquemática de la construcción de plásmidos con IR de los genes de SEC. En 
la parte superior se muestra en negro el mRNA de los genes de SEC. En rojo se indica la zona altamente 
conservada de SEC que se utilizó para construir las repeticiones invertidas. Debajo se esquematiza la clonación 
de este fragmento, primero en pGEM-T, y después, como IR en pSK-intrón (el intrón está indicado con línea 
discontinua). Más abajo se indica la estrategia utilizada para transferir las IR de SEC-b2 y SEC-b3 desde pSK al 
vector de expresión en plantas pCAMBIA1300 (en azul). 
 
 
A partir de RNA total purificado de N. benthamiana se amplificó utilizando 
oligonucleótidos degenerados (apartado III.4) un fragmento altamente conservado de los 
genes de SEC. Los fragmentos correspondientes a SEC-b2 y SEC-b3 se clonaron mediante el 
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sistema pGEM-T (Promega), se reamplificaron con iniciadores que introducen en uno de sus 
extremos los sitios de restricción XbaI y ClaI y se volvieron a clonar con el mismo sistema. 
Los fragmentos ClaI-SalI y XbaI-SacI con las secuencias SEC de los plásmidos resultantes se 
clonaron en sentido y antisentido en cada uno de los flancos del intrón del vector pSK-intrón 
(Fig. III.1). A partir de los vectores intermediarios resultantes, pSK+intrón(-)(+)SEC-b2 y 
pSK+intrón(-)(+)SEC-b3, se obtuvo por digestión con SalI y SacI el fragmento con la IR de 
SEC completa correspondiente, para su clonaje en el vector de expresión en plantas 
pCAMBIA1300 (Fig. III.1). Este vector contiene el promotor 35S del Cauliflower mosaic 
virus (CaMV) potenciado y el terminador de la nopalina sintetasa (NOS). 
 
III.5.3. Construcción de un plásmido para ser utilizado en la obtención de una sonda 
radiactiva para detectar el nivel de expresión de SEC 
 
A partir de RNA total purificado de N. benthamiana se amplificó por RT-PCR un 
fragmento de DNA de la región 3’-terminal de SEC-b2, con los iniciadores oligo-1a y oligo-
dT (apartado III.4). Sobre el producto de esta primera reacción se realizó una PCR 
semianidada con los oligonucleótidos oligo-2a y oligo-dT (apartado III.4). El fragmento 
resultante, de 641 pb se clonó mediante el sistema TOPO-TA clonning (Invitrogen), dando 
lugar al plásmido pTOPO-TA-SEC-b2. 
 
III.6. MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
III.6.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida y análisis de western  
 
Tejido pulverizado en nitrógeno líquido se homogeneizó en tampón fosfato 5 mM pH 
7.2 (2 ml de tampón por 1 g de hojas). Después de eliminar restos celulares por 
centrifugación, el sobrenadante se mezcló con un volumen de tampón de disociación (Tris-
HCl 125 mM pH 7.5, SDS 2%, azul de bromofenol 0.1%, urea 6M, ß-mercaptoetanol 5%). En 
algunos casos, el tejido se homogeneizó directamente en tampón de disociación. Las muestras 
se calentaron a 96 ºC durante 5 min y los restos celulares aún remanentes se eliminaron por 
centrifugación. Las proteínas de los extractos se separaron por electroforesis en geles de 
12.5% de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), se transfirieron 
a membranas de nitrocelulosa y se tiñeron en una solución de rojo Ponceau (como control de 
carga). A continuación, se analizaron por inmunorreacción con suero anti CP del PPV. Como 
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reactivo secundario se usó un anticuerpo contra IgGs de conejo marcado con peroxidasa. El 
revelado se realizó por la reacción de la peroxidasa con sustratos quimioluminiscentes usando 
el estuche LiteAblot (Euroclone). 
 
III.7. ANALISIS DE LA CP DEL PPV POR ESPECTROSCOPÍA DE MASAS 
 
III.7.1. Análisis por MALDI-TOF de la CP del PPV 
 
Aproximadamente 10 µg de viriones purificados del PPV se digirieron con 2 ng de 
tripsina porcina modificada (Promega) en 10 µl de bicarbonato amónico 25 mM pH 8. La 
digestión se llevó a cabo a 37 ºC durante 20 min, y se detuvo añadiendo 1 µl de ácido 
trifluoroacético 0.5%. La sal de los productos de la reacción se eliminó con una columna de 
fase reversa C18 Zip-Tip (Millipore), de la que se eluyó la muestra en 5 µl de acetonitrilo 70% 
y ácido trifluoroacético 0.1%. 
Unos 0,4 µl de la solución matriz (ácido 2,5-dihidroxibenzóico 5 g/l en acetonitrilo 
33%, ácido trifluoroacético 0,1%) se depositó en una placa AnchorCHip MALDI de 400 µm 
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) y se secó a temperatura ambiente. Después, se añadió 
0,4 µl de la mezcla de péptidos trípticos, que también se secaron a temperatura ambiente. La 
detección de las huellas peptídicas se realizó con un espectrómetro de masas MALDI-TOF 
Bruker Reflex IV (Bruker Daltonics) equipado con un láser de nitrógeno de 337 nm. Los 
análisis se llevaron a cabo en modo reflector de iones positivos, acumulando 120 disparos, 
con 400 ns de extracción de pulso de iones retrasados y un voltaje de aceleración de 20 kV y 
1600 V en el detector reflector. El espectro de masas se calibró externamente utilizando una 
mezcla de péptidos estándar (angiotensina II, sustancia P, bombesina, somatostatina 28 y 
citocromo C). 
El procesamiento de espectros y el análisis de los datos se llevaron a cabo con los 
programas informáticos XTOF 5.1.1, FlexAnalysis 2.4 y Biotools 2.1 de Bruker Daltonics. 
 
II.7.2. Análisis por LC-MS/MS de la CP del PPV 
 
Los viriones purificados del PPV se redujeron y alquilaron según el protocolo descrito 
por Udeshi y col. (2008) y se digirieron con endoproteasa LysC (Roche) y/o tripsina 
(Promega) en una proporción 1:20 de enzima/sustrato. Los péptidos se resuspendieron en 
ácido acético 0.1% y se cargaron en una precolumna microcapilar de 360 µm o.d. x 75 µm i.d. 
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C18 (5-20 µm de diámetro, 120 Å). A la muestra se le eliminó la sal lavando la columna con 
ácido acético 0.1%. Después del lavado, la precolumna se conectó a una columna analítica de 
360 µm o.d. x 50 µm i.d. C18 (5 µm de diámetro, 120 Å) equipada con un emisor de 
electrospray integrado (Martin y col., 2000). Los péptidos se eluyeron en un espectrómetro de 
masas a un flujo de 60 nl/min utilizando un gradiente de HPLC de solvente B 0-60% en 60 
min (A= ácido acético 0.1M, B= acetonitrilo 70%, ácido acético 0.1M). Para obtener el 
espectro ETD MS/MS se utilizó un espectrómetro de masas LTQ-XL utilizando los siguientes 
parámetros: tiempo de reacción=150 milisegundos, AGC completo=1E4 cuentas de iones, 
AGC MSn=1E4 cuentas de iones, ventana de aislamiento=3 m/z, reactivo AGC=3E5 cuentas 
de iones, reactivo ETD=fluoranteno. Todas las secuencias de los péptidos de la CP del PPV se 
confirmaron mediante interpretación manual de los espectros ETD MS/MS correspondientes. 
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IV. RESULTADOS 
 
IV.1. IDENTIFICACIÓN DE SECRET AGENT (SEC) COMO LA O-GlcNAc 
TRANSFERASA (OGT) QUE GLICOSILA A LA CP DEL PPV 
 
IV.1.1. La región N-terminal de la CP del PPV está O-GlcNAcilada tanto en plantas de 
A. thaliana como en plantas de N. benthamiana 
 
La primera detección de modificaciones por O-GlcNAc en la región N-terminal de la 
CP del PPV (Fig. IV.1) fue en viriones purificados de plantas infectadas de N. clevelandii 
(Fernández-Fernández y col., 2002a). Con el fin de determinar si esta modificación también 
tenía lugar en otras especies de plantas, se purificaron viriones a partir de plantas de N. 
benthamiana y de los ecotipos de A. thaliana Col-0 y WS infectadas con el PPV. Estos 
viriones se digirieron parcialmente con tripsina y los péptidos obtenidos se analizaron por 
espectroscopía de masas, todo de acuerdo a lo realizado por Fernández-Fernández y col. 
(2002a). 
 
 
 
Figura IV.1. Localización de la secuencia codificante de la CP en el genoma de PPV-NK-GFP, y secuencia 
aminoacídica de su extremo N-terminal. En el interior de la caja que representa a la poliproteína viral se 
muestran los productos proteicos que genera su procesamiento proteolítico. La CP se divide en tres regiones 
marcadas en gris (N-terminal y C-terminal) y negro (central). En la parte superior se muestra el gen de la GFP, 
usado como reportero. La secuencia del péptido tríptico que va desde del aminoácido 1 al 39 está subrayada. 
 
 
Los espectros de MALDI-TOF de la CP de los viriones de las tres plantas fueron muy 
similares (Fig. IV.2). Como en el análisis de los viriones purificados de N. clevelandii 
(Fernández-Fernández y col., 2002a), se detectaron tres picos mayoritarios. El primero 
corresponde al tamaño del péptido que va desde el residuo 1 al 39 (Fig. IV.1) no modificado 
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(m/z = 4,077 Da). Los otros dos picos corresponden a formas modificadas de este péptido con 
las diferencia de masa de 203 y 406 Da esperables de la presencia de uno o dos residuos de O-
GlcNAc. Este resultado indica que la O-GlcNAcilación de la CP del PPV se produce de 
manera similar en diferentes huéspedes herbáceos. 
 
IV.1.2. La infección del PPV se ve alterada en A. thaliana por mutaciones sec  
 
A. thaliana contiene dos proteínas con estructura y función similar a las OGTs, 
SECRET AGENT (SEC) y SPINDLY (SPY). Mientras SEC es más similar a las OGTs de 
animales, SPY presenta más similitud con las OGTs de algas (Hartweck y col., 2002; 
Jacobsen y col., 1996; Olszewski y col., 2010; Thornton y col., 1999). Se han descrito dos 
mutantes de inserción de T-DNA en el gen SEC, uno, sec-1, se encuentra en el fondo del 
ecotipo WS, y el otro, sec-2, en el del ecotipo Col-0. El mutante sec-1 tiene el T-DNA 
insertado en el dominio de repeticiones de tetratricopéptidos. La inserción del T-DNA en sec-
2 está en un intrón adyacente a los exones que codifican a la región catalítica de la proteína 
(Hartweck y col., 2002). Por otro lado spy-3 está en el fondo genético de Col-0 y tiene una 
sustitución de una serina por una glicina en la región C-terminal de la proteína (Jacobsen y 
col., 1996). Los mutantes sec-1 y sec-2 no muestran alteraciones fenotípicas apreciables, sin 
embargo en las plantas spy-3 se observan defectos en la respuesta a giberalinas y citoquininas, 
en la floración, en la regulación de los ritmos circadianos y en la inhibición de la elongación 
por la luz de los hipocotilos (Greenboim-Wainberg y col., 2005; Jacobsen y Olszewski, 1993; 
Sothern y col., 2002; Tseng y col., 2004). Un punto importante es que los dobles mutantes 
sec-1/spy-3 y sec-2/spy-3, en homocigosis, mueren durante la embriogénesis, lo que indica 
que SEC y SPY tienen funciones redundantes esenciales (Hartweck y col., 2002).  
      
Para averiguar si SEC o SPY, o ambas OGTs, participan en la adición de residuos de 
O-GlcNAc a la CP del PPV, se inocularon por agroinfiltración plantas sec-1, sec-2, y spy-3 
con PPV-NK-GFP, un PPV recombinante que expresa GFP, lo que facilita la monitorización 
visual de la infección. La sintomatología característica de la infección del PPV en plantas de 
A. thaliana consiste en clorosis de las hojas, sobre todo en las nervaduras, recogimiento de la 
roseta, rizado de las hojas caulinares y acortamiento de los tallos florales. La mayoría de las 
plantas inoculadas de los tres genotipos mutantes se infectaron, y mostraron síntomas 
similares a los de las plantas silvestres, sobre todo al final de la infección. Sin embargo, el 
examen de la fluorescencia de la GFP mostró diferencias en los patrones de infección (Fig. 
II.2). A 12 días después de la inoculación (dpi), el número de hojas infectadas en las plantas 
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silvestres y en las plantas spy-3 fue muy similar. Por el contrario en las plantas sec-1 o sec-2 
el porcentaje de hojas que mostraban fluorescencia de GFP fue ligeramente más bajo. 
Además, la difusión de la infección desde las venas principales y la extensión a la lámina 
foliar se veían reducidas en las plantas con cualquiera de los alelos sec, en comparación con 
las correspondientes plantas silvestres (wt). A los 19 dpi las diferencias en la extensión de la 
propagación del virus eran mucho menores, observándose niveles de fluorescencia de GFP 
muy similar en todos los genotipos (Fig. IV.2 y IV.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
Figura IV.2. Propagación del PPV en plantas de Arabidopsis silvestres y mutantes sec- o spy-. Se inocularon 
las plantas con PPV-NK-GFP y se examinaron con un microscopia de fluorescencia, a los 12 y 19 dpi. Se 
muestra al lado derecho de cada imagen una regla con las divisiones menores en mm. 
 
  52 
 
 
 
 
 
 
 
          
 
                                                                                                          Porcentaje total 
                                                                                                                                   de hojas infectadas         
 
                                                                                                          Porcentaje de  
                                                                                                                                  hojas muy infectadas 
 
Figura IV.3. Niveles de infección del PPV en plantas de Arabidopsis silvestres y mutantes sec- o spy-. A los 
12 y 19 dpi se recolectaron 4-5 plantas infectadas con PPV-NK-GFP y se observaron todas las hojas con un 
microscopio de fluorescencia. Las hojas se clasificaron como muy infectadas cuando la fluorescencia de GFP 
ocupaba más de un cuarto de la lámina foliar, o más de la mitad de la vasculatura de la hoja. wt, plantas 
silvestres de Arabidopsis. 
 
 
 
                                                                                       
  
 
Figura IV.4. Acumulación viral en hojas de plantas de Arabidopsis silvestres y mutantes sec- y spy- 
infectadas con el PPV. La cantidad de virus se determinó por ELISA. Se analizaron dos grupos de hojas 
caulinares y dos de hojas de roseta infectadas sistémicamente, de cinco (Col-0 wt, sec-2, y spy-3) o cuatro (WS 
wt y sec-1) plantas. Las hojas se recolectaron a los 12 dpi (entre 8 y 36 hojas caulinares y entre 15 y 28 hojas de 
roseta) y a los 19 dpi (entre 15 y 35 hojas caulinares y entre 6 y 21 hojas de roseta). En las gráficas se muestran 
los valores promedio así como su desviación estándar. Las diferencias, entre Col-0 wt y sec-2 a 12 dpi y entre 
WS wt y sec-1 a 12 y 19 dpi eran estadísticamente significativas (valores P de 0.04, 0.01, y 0.01). Las 
diferencias  entre Col-0 wt y sec-2 a 19 dpi y entre Col-0 wt  y spy-3 a 12 y 19 dpi no eran estadísticamente 
significativas (valores P de 0.5, 0.82, y 0.53). wt, plantas silvestres de Arabidopsis. 
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Para estimar de una manera más cuantitativa el progreso de la infección del PPV en los 
diferentes genotipos, se evaluó por medio de ELISA la cantidad de virus acumulado en las 
hojas infectadas. A los 12 dpi la acumulación viral era significativamente menor en las plantas 
sec-1 y sec-2 que en las correspondientes plantas silvestres (Fig. IV.4). Por el contrario, el 
título viral no se veía afectado por la mutación spy-3. De acuerdo con los resultados de la 
observación de la fluorescencia de la GFP, las diferencias de acumulación viral fueron mucho 
menos acusadas a 19 dpi (Fig. IV.4).  
 
IV.1.3.  La O-GlcNAcilación de la región N-terminal de la CP del PPV se pierde por 
mutaciones sec-, pero no se ve afectada por una mutación spy-  
 
Se purificaron viriones del PPV de plantas infectadas sec-1, sec-2, y spy-3, se 
digirieron parcialmente con tripsina y los péptidos obtenidos se analizaron por MALDI-TOF. 
El espectro de los viriones procedentes de las plantas spy-3 mostró la presencia del péptido 1-
39 en sus formas, no glicosilada, mono- y di-glicosilada (Fig. IV.5D), tal como los de los 
viriones purificados de plantas silvestres de Arabidopsis y de N. benthamiana (Fig. IV.5A-C). 
Por el contrario, en el caso de las muestras de viriones de plantas sec-1 y sec-2 solo se detectó 
el péptido 1-39 en su forma no glicosilada (Fig. IV.5E y F), lo que indica que SEC es 
necesaria para la O-GlcNAcilación de la CP del PPV y que SPY, en ausencia de SEC, no es 
capaz de realizar esta modificación postraduccional. 
Previamente, se había reportado la existencia de formas acetiladas del péptido 1-39 
(con un incremento de masa de 42 Daltones) de la CP del PPV propagado en N. clevelandii, 
tanto en su forma no glicosilada como en las variantes mono- y di-glicosiladas (Fernández-
Fernández y col., 2002a). También se detectaron estos péptidos acetilados en los viriones 
purificados a partir de plantas infectadas de N. benthamiana y de Arabidopsis (Fig. IV.5 y 
tabla IV.1). Además se observaron en los espectros otros picos que pueden corresponder a 
formas fosforiladas del péptido 1-39 (con un incremento de masa de 80 Daltones), modificado 
o no por O-GlcNAcilación y acetilación (Fig. IV. 2 y Tabla IV.1). El hecho de que se detecten 
en los espectros de los viriones purificados de N. benthamiana y de Arabidopsis Col-0 
silvestre picos tenues que podrían corresponder a la forma fosforilada del péptido 1-39 di-O-
GlcNAcilado, indica que tres residuos de serina o treonina, entre los primeros 39 aa de la CP 
del PPV podrían estar modificados al mismo tiempo. 
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Figura IV.5. Análisis por MALDI-TOF de viriones del PPV purificados a partir de las plantas que se 
indican en cada panel, digeridos con tripsina. Se indica la relación masa/carga (m/z en Daltones) asignada a 
los picos que se derivan del péptido 1-39 de la CP, sin o con modificaciones postraduccionales. O-GlcNAc, O-
GlcNAcilación; PHOS, fosforilación; AC, acetilación; a.i., intensidad arbitraria; wt, genotipo silvestre. 
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Tabla IV.1. m/z de señales de MALDI-TOF que pueden corresponder a formas modificadas del 
péptido 1-39 de la CP del PPVa 
  no glicosilado mono O-GlcNAc di O-GlcNAc 
  – AC 
+42 
PHOS 
+80 
AC, 
PHOS 
+42 +80 
– 
+20
3 
AC 
+203 
+42 
PHOS 
+203 
+80 
AC, 
PHOS 
+203  
+42 +80 
– 
+406 
AC 
+406 
+42 
PHOS 
+406 
+80 
silvestre 4076 4118 4156 4198 4279 4321 4358 4401 4481 4524 4561 
sec-2 4078 4120 4158 4200 – – – – – – – 
 
A. thaliana 
Col-0 
spy-3 4076 4118 – 4198 4279 4321 4358 4400 4482 4525 – 
silvestre 4077 4118 4156 – 4279 4321 4359 – 4482 4524 –  A. thaliana 
WS 
sec-1 4079 4121 4159 4201 – – – – – – – 
N. benthamiana silvestre 4077 4118 4157 – 4280 4321 4360 – 4483 4524 4564 
a AC, acetilado; PHOS, fosforilado; –, sin acetilar ni fosforilar 
 
IV.2. IDENTIFICACIÓN DE DOS SITIOS MODIFICADOS CON O-GlcNAc EN LA 
REGIÓN N-TERMINAL DE LA CP DEL PPV 
 
IV.2.1.  Mutantes del PPV con sustituciones T19A, T24A y S25A en su CP son viables en 
plantas de N. clevelandii 
 
Como mostraron los análisis de MALDI-TOF descritos en la sección IV.1, hay dos 
residuos O-GlcNAc modificando alguno(s) de los primeros 39 aa de la CP del PPV. Esta 
región de la CP incluye cuatro posibles dianas de O-GlcNAcilación, las serinas Ser-16 y Ser-
25 y las treoninas Thr-19 y Thr-24. El hecho de que no se detectara ninguna glicosilación en 
el péptido 1-39 de un virus recombinante que conserva Ser-16 pero no Thr-19, Thr-24 y Ser-
25, sugirió que dos de estos tres últimos residuos están mono O-GlcNAcilados, o uno de ellos 
está di O-GlcNAcilado (Fernández-Fernández y col., 2002a). Por esta razón se decidió 
evaluar el efecto sobre la infección del PPV de la eliminación de estas posibles dianas de O-
GlcNAcilación sustituyendo Thr-19, Thr-24 y Ser-25 por alaninas (Fig. IV.6).  
Cada una de las mutaciones se introdujo en el clon de cDNA pICPPV-NK-1GFP que 
permite la inoculación del PPV por bombardeo con partículas de oro y la monitorización de la 
infección visualizando la fluorescencia de la GFP con un microscopio o a simple vista con 
una lámpara de mano. Los tres mutantes resultaron ser infecciosos, causando síntomas y 
patrones  de  fluorescencia  similares  a los del virus silvestre (Fig. IV.7A).  Los  niveles  de 
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acumulación viral, evaluados por análisis de western, también eran indistinguibles de los del 
PPV silvestre (Figura IV.7B). El mismo resultado se obtuvo cuando a la progenie viral de las 
plantas infectadas se le dio un pase en nuevas plantas de N. clevelandii. 
 
 
Figura IV.6. Localización de los residuos candidatos a ser O-GlcNAcilados en la CP del PPV. En el interior 
de la caja que representa a la poliproteína viral se muestran los productos proteicos que genera su procesamiento 
proteolítico. La CP se divide en tres regiones marcadas en gris (N-terminal y C-terminal) y negro (central). En la 
parte superior se muestra el gen de la GFP, usado como reportero. La secuencia del péptido tríptico que va desde 
del aminoácido 1 al 39 está subrayada. Las mutaciones analizadas se indican en rojo. Otros residuos que 
pudieran ser importantes para el reconocimiento de los sitios a ser modificados se muestran en azul (P y V) o en 
naranja (S). 
 
 
 
Figura IV.7. Infección de N. clevelandii con PPV-NK-1GFP con las mutaciones T19A, T24A y S25A.  A) 
Fotos de plantas infectadas con los virus mutantes indicados (wt, PPV silvestre), tomadas a los 18 dpi bajo luz 
visible (paneles superiores), o bajo irradiación UV con una lámpara de mano (paneles inferiores). B) Análisis de 
western con suero anti CP del PPV de extractos de plantas infectadas con los virus indicados (wt, PPV silvestre; 
NI, planta no inoculada), recolectadas a los 21 dpi. En la parte inferior se muestra la membrana teñida con rojo 
Ponceau, como control de carga. El carril M muestra marcadores de masa molecular de 47.5 y 32.5 kDa 
preteñidos (New England Biolabs). 
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Un análisis por IC-RT-PCR de la progenie viral detectó deleciones parciales del 
inserto GFP en algunas de las plantas infectadas con los mutantes o con el virus silvestre, pero 
no se observaron reversiones de las mutaciones introducidas ni mutaciones compensatorias 
adicionales en ninguno de los casos (datos no mostrados). 
 
IV.2.2.  Thr-19 y Thr-24 de la CP del PPV están modificadas por un único residuo O-
GlcNAc 
 
Se purificaron viriones del PPV a partir de plantas infectadas con PPV T19A, PPV 
T24A y PPV S25A. Los viriones purificados se digirieron parcialmente con tripsina y se 
sometieron a análisis por MALDI-TOF.  Se detectaron señales del péptido 1-39 sin modificar,  
 
 
Figura IV.8. Análisis por MALDI-TOF de viriones de PPV silvestre (wt) y de los mutantes indicados en 
cada panel, digeridos con tripsina. Se indica la relación masa/carga (m/z, en Daltones) asignada a los picos 
más relevantes. O-GlcNAc, modificación por O-GlcNAcilación; Ac, acetilación; a.i., valores de intensidad 
arbitrarios.  
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acetilado y O-GlcNAcilado. El espectro del mutante PPV S25A presentaba las mismas formas 
no glicosiladas, mono- y di-glicosiladas, observadas en el péptido 1-39 del PPV silvestre (Fig. 
IV.8), lo que sugiere que Ser-25 no está modificada, y tanto Thr-19 como Thr-24 podrían 
estarlo. El hecho de que en los espectros de los viriones de PPV-T19A y PPV-T24A solo se 
observen formas noglicosiladas y mono-glicosiladas del péptido 1-39 indica dos cosas: que 
ambas treoninas se pueden modificar, y que cada modificación añade un monosacárido O-
GlcNAc (Fig. IV.8). 
 
 
 
Figura IV.9. Infección del doble mutante PPV-NK-lGFP TT19,24AA en N. clevelandii. A) Fotos de plantas 
infectadas con PPV silvestre (wt) o con PPV TT19,24AA, tomadas a los 18 dpi bajo luz visible (imágenes 
superiores), o bajo irradiación UV con una lámpara de mano (imágenes inferiores).  B) Análisis de western con 
suero anti CP de PPV de extractos de plantas infectadas con PPV silvestre (wt) o con PPV TT19,24AA 
recolectadas a los 21 dpi. En la parte inferior se muestra la membrana teñida con rojo Ponceau como control de 
carga. El carril M muestra marcadores de masa molecular de 47.5 y 32.5 kDa preteñidos (New England Biolabs). 
C) Análisis por MALDI-TOF de viriones purificados del PPV silvestre (wt) y PPV TT19,24AA digeridos con 
tripsina. Se indica la relación masa/carga (m/z en Daltones) asignada a los picos más relevantes. O-GlcNAc, 
modificación por O-GlcNAcilación; Ac, acetilación; a.i., valores de intensidad arbitrarios. 
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El análisis de los viriones con mutaciones puntuales no descarta la posibilidad de que 
Ser-25 pudiera O-GlcNAcilarse exclusivamente cuando ninguna de las treoninas estuviera 
modificada. Para evaluar esta posibilidad se generó un doble mutante del PPV en el que tanto 
Thr-19 como Thr-24 se sustituyeron por alaninas (TT19,24AA). No se observaron diferencias 
apreciables en infectividad, sintomatología o acumulación viral en N. clevelandii entre PPV 
TT19,24AA y PPV silvestre (Fig. IV.9). La estabilidad de la doble mutación en la progenie 
viral se verificó por análisis de secuencia de un fragmento de cDNA viral amplificado por IC-
RT-PCR. 
El análisis por MALDI-TOF de viriones de PPV TT19,24AA solo detectó la forma no 
glicosilada del péptido 1-39 (Fig. IV.9C). Esto demuestra que la Ser-25 no se puede O-
GlcNAcilar, incluso cuando los residuos adyacentes no han sido modificados. 
 
IV.2.3.  La O-GlcNAcilación de la CP en Thr-19 y Thr-24 no es necesaria para la 
infección del PPV en Prunus 
 
El PPV presenta un amplio espectro de huéspedes, que incluye especies herbáceas y 
leñosas. Así pues, dado que la pérdida de la O-GlcNAcilación de la Thr-19 y Thr-24 no tenía 
efectos apreciables en la infección viral en N. clevelandii, se evaluó si la modificación  de 
estos residuos era relevante para la infección del PPV en uno de sus huéspedes naturales, P. 
persica. Puesto que pICPPV-NK-1GFP proviene de un aislado del PPV que después de 
propagarse en huéspedes herbáceos por un largo periodo de tiempo, ha perdido su capacidad 
de infectar plantas leñosas, se introdujeron las mutaciones T19A, T24A y TT19,24AA en 
pICPPV-5'BDGFP, un clon cDNA infeccioso de un aislado del PPV capaz de infectar P. 
persica. Se inocularon por biolística plántulas de P. persica GF305 con los diferentes 
plásmidos derivados de pICPPV-5'BDGFP. No se observaron diferencias en infectividad, en 
la inducción de síntomas, expresión de GFP, o acumulación viral entre los virus mutantes y el 
PPV silvestre (Fig. IV.10). 
La secuenciación de fragmentos de cDNA apropiados amplificados por IC-RT-PCR 
demostró que todas las mutaciones introducidas eran también estables en la progenie viral 
acumulada en los melocotoneros infectados (datos no mostrados). 
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Figura IV.10. Infección de PPV-5’BDGFP con las mutaciones T19A, T24A y TT19,24AA en P. persica. A) 
Fotos de plantas infectadas con los virus indicados (wt, PPV silvestre), tomadas a los 18 dpi bajo luz visible 
(imágenes superiores) o bajo irradiación UV con un microscopio de fluorescencia (imágenes inferiores). B) 
Análisis de western con suero anti CP de PPV de extractos de plantas infectadas con los virus indicados (wt. 
PPV silvestre; NI, planta no inoculada), recolectadas a los 21 dpi. En la parte inferior se muestra la membrana 
teñida con rojo Ponceau como control de carga. El carril M muestra marcadores de masa molecular de 47.5 y 
32.5 kDa preteñidos (New England Biolabs). 
 
IV.3. LOCALIZACIÓN DE SITIOS DE O-GlcNAcILACIÓN EN LA CP DEL PPV 
FUERA DEL PÉPTIDO 1-39 
 
IV.3.1.  Localización de sitios de O-GlcNAcilación en la CP del PPV en la región 40-43 
 
Un análisis de expresión heteróloga en Escherichia coli de la proteína SEC de A. 
thaliana y variantes mutadas de la CP del PPV había sugerido que, además de a Thr-19 y Thr-
24, SEC también modificaba a Thr-41 y a Ser-43 (Scott y col., 2006). Para corroborar la 
existencia de sitios de O-GlcNAcilación fuera del péptido tríptico 1-39, se realizó un nuevo 
análisis de MALDI-TOF de viriones purificados a partir de plantas de N. clevelandii. Este 
análisis mostró la existencia de un segundo péptido tríptico O-GlcNAcilado (aa 40-93), que 
parecía ser capaz de aceptar al menos 4 residuos O-GlcNAc (Fig. IV.11).  
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Figura IV.11. O-GlcNAcilación del péptido tríptico 40-93 de la CP del PPV. En la parte superior se muestra la 
secuencia del péptido tríptico 40-93 y su localización en la región codificante de la CP y en el genoma del PPV. 
Las diferentes proteínas se muestran en las cajas que representan a los ORF del PPV. Las cajas grises y negras 
representan a las regiones N- y C-terminal (grises) y central (negra) de la CP. En la parte inferior se muestra el 
espectro de MALDI-TOF de viriones del PPV silvestre, digeridos con tripsina completo, incluyendo las regiones 
correspondientes al péptido 1-39 (A) y al péptido 40-93 (B) y una ampliación de esta segunda región. Se indica 
la relación masa/carga (m/z en Daltones) asignada a los picos más relevantes. El asterisco señala al pico 
correspondiente al péptido 40-93 sin glicosilar. O-GlcNAc, O-GlcNAcilación; a.i. valores de intensidad 
arbitrarios. 
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Como las modificaciones hechas por SEC en E. coli tenían lugar en los primeros 43 aa 
(Scott y col., 2006), se realizó un mapeo mutacional para determinar si los sitios modificados 
en el sistema heterólogo, también lo son en plantas. Se introdujeron una serie de mutaciones 
en los clones cDNA de PPV infecciosos pICPPV-NK-lGFP (para infectar  N. clevelandii) y  
 
 
Figura IV.12. Localización de residuos mutados en la región N-terminal de la CP del PPV. Las diferentes 
proteínas del PPV se muestran en las cajas que representan a los ORF del PPV. Las cajas grises y negras 
representan a las regiones N- y C-terminal (grises) y central (negras) de la CP. Las secuencias de los péptidos 
trípticos 1-39 y 40-93, con las sustituciones introducidas en cada mutante, se muestran debajo.  
 
 
             
Figura IV.13. Infección de PPV-NK-1GFP y PPV-5’BDGFP con las mutaciones múltiples MG, MG-T40, 
MG-T41 y MG-S43. Fotos de plantas de N. clevelandii (A) y de P. persica (B) infectadas con los virus 
indicados (wt, PPV silvestre), tomadas a los 18 dpi, bajo luz visible (imágenes superiores), o bajo irradiación UV 
con una lámpara de mano (A) o con un microscopio de fluorescencia (B) (imágenes inferiores).  
B 
A 
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pICPPV-5’BDGFP (para infectar P. persica). El primer mutante (MG) tenía reemplazados por 
Ala todos los residuos de Ser y Thr en los primeros 43 aa de la CP. Los mutantes restantes 
restauraban uno a uno las treoninas Thr-40 (MG-T40), Thr-41 (MG-T41) o la serina Ser-43 
(MG-S43) en el mutante MG (Fig. IV.12).  
 
 
Figura IV.14. Localización de un residuo O-GlcNAcilado en la secuencia 40-43 de la CP del PPV. 
Espectros de MALDI-TOF de viriones del PPV silvestre (wt) y de los mutantes indicados, digeridos con tripsina, 
de la región correspondiente al péptido 40-93. Se indica la relación masa/carga (m/z en Daltones) de los picos 
más relevantes. Los asteriscos señalan al pico correspondiente a la forma no glicosilada del péptido 40-93. O-
GlcNAc, O-GlcNAcilación; a.i., valores de intensidad arbitrarios. 
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Todos los mutantes resultaron ser infecciosos, causando síntomas y patrones de 
fluorescencia similares a los del virus silvestre tanto en N. clevelandii (Fig. IV.13A) como en 
P. persica (Fig. IV.13B).  
La secuenciación de fragmentos de cDNA apropiados amplificados por IC-RT-PCR 
demostró que todas las mutaciones introducidas eran estables en la progenie viral tanto de N. 
clevelandii como de P. persica (datos no mostrados). Asimismo, se volvieron a detectar 
deleciones parciales del inserto de la GFP en las progenies de clones derivados de pICPPV-
NK-lGFP, pero no en las de los clones derivados de pICPPV-5’BDGFP (datos no mostrados). 
En el análisis por MALDI-TOF de los viriones purificados a partir de plantas 
infectadas con los mutantes MG, MG-T40 y MG-S43 solo se detectaron formas no 
modificadas, mono-, di- y tri-O-GlcNAciladas del péptido tríptico 40-93 (Fig. IV.14). En 
cambio, el espectro del mutante MG-T41 (en el que se había restablecido la Thr-41) mostraba 
todas las formas observadas en la CP del PPV silvestre (no modificada, mono-, di- tri y tetra-
O-GlcNAciladas). Estos datos indican la existencia de modificaciones adicionales en la región 
40-93, más allá del residuo 43, y sugieren fuertemente que Thr-41, pero no Thr-40 y Ser-43, 
se encuentra O-GlcNAcilada. 
 
IV.3.2.  Localización de sitios de O-GlcNAcilación en la CP del PPV en la región 44-93 
 
Mientras se desarrollaba el trabajo de esta tesis, Kim y col. (2011) mostraron por ETD 
MS/MS que SEC O-GlcNAcilaba a Thr-19, Thr-24, Thr-41, Thr-53 y Ser-65 en E. coli. Para  
 
 
Figura IV.15. Localización de los residuos mutados en la región 44-93 de la CP del PPV. Las diferentes 
proteínas del PPV se muestran en las cajas que representan a los ORF del PPV. Las cajas grises y negras 
representan a las regiones N- y C-terminal (grises) y central (negra) de la CP. La secuencia del péptido tríptico 
40-93, con las sustituciones introducidas en cada mutante, se muestra subrayada dentro de la secuencia de la CP 
del PPV. La serina 65 cuya O-GlcNAcilación se demostró en el sistema de expresión de E. coli (Kim y col., 
2011) y en este estudio (Fig. IV.18 y Tabla IV.2) está en azul y en cursiva. 
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conseguir la información más completa posible sobre los residuos O-GlcNAcilados de la CP 
durante la infección del PPV, se prosiguió con un abordaje combinado de análisis mutacional 
de la región 44-93 y de espectrometría ETD MS/MS de la CP silvestre. Todos los residuos de 
treonina de la región 44-93 de la CP se reemplazaron uno a uno por alaninas en el clon 
pICPPV-NK-lGFP (Fig. IV.15). 
Ninguna de las mutaciones causó un efecto apreciable sobre la infectividad o la 
sintomatología del virus (Fig. IV.16A) ni sobre sus niveles de acumulación (Fig. IV.16B). 
Además, análisis por IC-RT-PCR y secuenciación de los productos amplificados mostraron 
que las mutaciones se mantenían en todas las progenies virales (datos no mostrados). 
 
 
 
Figura IV.16. Infección de PPV-NK-lGFP con mutaciones puntuales en la región 40-93 de la CP en plantas 
de N. clevelandii. A) Fotos de plantas infectadas con los virus indicados sobre cada una de ellas, tomadas a los 
20 dpi bajo luz visible (imágenes superiores) o bajo irradiación UV (imágenes inferiores). B) Análisis de western 
con suero anti CP de PPV de extractos de plantas infectadas con los virus indicados sobre cada carril (wt, PPV 
silvestre; NI, planta no infectada) recolectadas a los 21 dpi. En la parte inferior se muestra la membrana teñida 
con rojo Ponceau, como control de carga. El carril M muestra marcadores de masa molecular de 47.5 y 32.5 kDa 
preteñidos (New England Biolabs). 
 
 
El análisis por MALDI-TOF de los viriones purificados a partir de plantas infectadas 
no mostró reducción del número de residuos de O-GlcNAc asociada a las mutaciones T71A, 
T74A y T91A (Fig. IV.17). Por el contrario, las mutaciones T50A, T53A, T54A y T58A 
reducían el número de O-GlcNAcilaciones del péptido 40-93 de cuatro a dos o tres (Fig. 
IV.17). Las mutaciones T50A y T53A son las que mostraron un efecto más drástico en el  
 
  66 
 
 
Figura IV.17. Efecto de mutaciones puntuales de T a A en la O-GlcNAcilación del péptido 40-93 de la CP 
del PPV. Espectros de MALDI-TOF de viriones del PPV silvestre (wt) y de los mutantes indicados, digeridos 
con tripsina, en la región correspondiente al péptido 40-93. Se indica la relación masa/carga (m/z en Daltones) de 
los picos más relevantes. Los asteriscos señalan al pico correspondiente a la forma no modificada del péptido 40-
93. O-GlcNAc, O-GlcNAcilación; a.i., valores de intensidad arbitrarios. 
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perfil de modificación: en los espectros de MALDI-TOF de los mutantes CP-T50A y CP-
T53A la intensidad del pico correspondientes a la forma di-O-GlcNAcilada, el pico más 
intenso en el espectro del PPV silvestre, era menor que la del pico correspondiente a la forma 
mono O-GlcNAcilada, y el péptido tri-O-GlcNAcilado era muy escaso en la muestra CP-
T50A e indetectable en la muestra CP-T53A (Fig. IV.17). Cada una de las mutaciones T54A 
y T58A parecía afectar a un solo evento de O-GlcNAcilación, ya que el pico correspondiente 
a la forma tri-O-GlcNAcilada del péptido 40-93 era claramente detectable (Fig. IV.17). En 
conjunto, estos datos indican que Thr-19, Thr-24, Thr-41, Thr-50, Thr-53, Thr-54 y Thr-58 o 
se O-GlcNAcilan o influyen en la O-GlcNAcilación de otros sitios. 
 
 
 
 
Figura IV.18. Espectro de ETD MS/MS registrado en iones [M + 4H] + 4 (m/z 939.46) correspondientes al 
péptido PVSQVSGPQLQTFGTYGNEDASPSNSNALVNTNR (Tabla IV.2). Para adquirir este espectro, se 
usó en el modo dependiente de datos un espectrómetro de masas LTQ preparado para ETD. Los iones 
fragmentados con carga +1 o +2, marcados en el espectro, indican que el residuo O-GlcNAc está localizado en 
Ser-65 de la CP del PPV. m/z, relación masa/carga. 
 
 
Cuando se analizaron por LC-MS/MS los péptidos obtenidos por digestión de viriones 
de PPV silvestre con tripsina y proteasa LysC, se detectaron péptidos de las regiones 1-39 y 
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40-93 con hasta dos y cinco residuos O-GlcNAc, respectivamente. El análisis de algunos de 
estos péptidos por ETD MS/MS demostró que Thr-19, Thr-24, Thr-41, Thr-53, Ser-65 y Thr-
54 y/o Thr-58 pueden O-GlcNAcilarse (Fig. IV.18 y Tabla IV.2). 
 
 
Tabla IV.2 Localización por ETD MS de modificaciones O-GlcNAc en la CP del PPV  
 
# = residuo O-GlcNAcilado. 
^ = los datos no permiten discriminar cual de las dos treoninas está O-GlcNAcilada. 
 
 
IV.4. EFECTO DE LA O-GlcNAcILACIÓN DE LA CP SOBRE LA INFECCIÓN  DEL 
PPV  
 
IV.4.1. La O-GlcNAcilación de la CP afecta de manera diferente a la infección del PPV 
en diferentes huéspedes 
 
Puesto que las mutaciones de sitios de O-GlcNAcilación puntuales no tenían efectos 
apreciables sobre la infectividad, patogenicidad o acumulación virales en N. clevelandii, y las 
mutaciones se mantenían estables en la progenie viral, se intentó producir un efecto más 
drástico sobre la O-GlcNAcilación de la CP del PPV produciendo mutaciones múltiples.  
Así pues, todas las treoninas cuyas mutaciones individuales habían mostrado un efecto 
sobre la O-GlcNAcilación de la CP (Thr-19, Thr-24, Thr-41, Thr-50, Thr-53, Thr-54 y Thr-
58) se sustituyeron por alaninas (mutación CP7T/A) en los clones pICPPV-NK-lGFP y 
pICPPV-5'BDGFP (Fig. IV.19). PPV-NK-lGFP CP7T/A resultó ser infeccioso en N. 
clevelandii, y el análisis por MALDI-TOF de viriones purificados a partir de las plantas 
infectadas mostró que los siete cambios de T a A abolían la O-GlcNAcilación tanto del 
péptido 1-39 como del 40-93 (Fig. IV.19). Puesto que Ser-65 se mantiene presente en el 
mutante CP7T/A, pero la CP de este virus no está modificada, la O-GlcNAcilación de este 
residuo debe ser dependiente de determinantes de secuencia primaria alterados por las 
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múltiples mutaciones del virus CP7T/A o requiere la O-GlcNAcilación de otros residuos de la 
CP. 
 
 
 
 
 
Figura IV.19. Análisis por MALDI-TOF de viriones del PPV silvestre y del mutante CP7T/A. En la parte 
superior se muestran las diferentes proteínas en forma de cajas que representan a los ORF del PPV. Las cajas 
grises y negras representan a las regiones N- y C-terminal (grises) y central (negra) de la CP. Así mismo se 
muestra la localización de los residuos mutados en las regiones 1-39 y 40-93 de la CP del PPV. En la parte 
inferior se muestran los espectros de MALDI-TOF en las regiones correspondientes a los péptidos 1-39 y 40-93. 
Se indica la relación masa/carga (m/z en Daltones) asignada a los picos más relevantes. Los asteriscos señalan a 
los picos correspondientes a los péptidos 1-39 y 40-93 sin glicosilar. wt, PPV silvestre; O-GlcNAc, O-
GlcNAcilación; a.i., valores de intensidad arbitrarios. 
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PPV-NK-lGFP CP7T/A infectaba N. clevelandii y N. benthamiana muy eficientemente, 
sin diferencias apreciables en síntomas o acumulación viral entre las plantas infectadas con el 
mutante CP7T/A o con el virus silvestre (Fig. IV.19). La mutación CP7T/A tampoco tenía un 
efecto drástico en la infección del PPV en P. pérsica: la infectividad y la patogenicidad de 
PPV-5’BD-CP7T/A en este huésped era similar a la del virus silvestre, y aunque el nivel de 
acumulación del virus mutante fue algo inferior al de PPV-5’BD silvestre, las diferencias no 
fueron estadísticamente significativas (valor P 0.289) (Fig. IV.20). 
 
 
 
 
Figura IV.20. Infección de PPV-NK-lGFP-CP7T/A en N. clevelandii y N. benthamiana y de PPV-5'BDGFP-
CP7T/A en P. persica. A) Fotos de plantas infectadas con los PPVs silvestres (wt) o con los mutantes CP7T/A 
tomadas a 21 dpi bajo luz visible (imágenes superiores), o bajo irradiación UV (imágenes inferiores) con una 
lámpara de mano (N. clevelandii y N. benthamiana) o con microscopio de fluorescencia (P. persica). B) Análisis 
de western blot con suero anti CP de PPV de extractos de cuatro plantas infectadas con los virus que se indican 
en cada caso (wt, virus silvestre) o de una planta no infectada (NI), recolectadas a 21 dpi. En la parte inferior se 
muestra la membrana teñida con rojo Ponceau como control de carga. C) Análisis densitométrico de las 
inmunorreacciones mostradas en (B). Los valores son porcentajes de la densidad de la banda mas intensa en cada 
membrana. Cada barra muestra el valor medio y la desviación estándar de las cuatro plantas infectadas 
analizadas en cada caso. 
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El análisis por IC-RT-PCR y posterior secuenciación del fragmento amplificado de las 
plantas de N. clevelandii, N. benthamiana y P. persica infectadas mostró que la mutación 
múltiple CP7T/A se mantenía estable en la progenie viral (datos no mostrados). 
Dado que en la sección IV.1 se había comprobado que la infección del PPV en A. 
thaliana se ve comprometida por mutaciones que afectan a SEC, la O-GlcNAc 
transferasa que modifica a la CP del PPV, se estudió el efecto de la mutación CP7T/A en 
este huésped. Se inocularon biolísticamente plantas de A. thaliana Col-0 con pICPPV-
NK-lGFP silvestre y pICPPV-NK-lGFP-CP7T/A. La infectividad de los virus derivados 
de los dos clones cDNA fue muy similar (100% y 90% para PPV silvestre y el mutante 
CP7T/A, respectivamente, en dos experimentos independientes), sin embargo, la 
acumulación viral del mutante deficiente en O-GlcNAcilación de su CP fue mucho 
menor, especialmente a tiempos tempranos de la infección (Fig. IV.21). 
 
 
Figura IV.21. Efecto de la O-GlcNAcilación de la CP en la acumulación del PPV en A. thaliana. Los paneles 
superiores muestran el análisis de western con suero anti CP de PPV, de extractos de plantas de A. thaliana Col-
0 infectadas con los virus indicados sobre cada grupo de carriles (wt, PPV silvestre) o de una planta no infectada 
(NI), recolectadas a los 14 (A) o 21 (B) dpi. Las membranas teñidas con rojo Ponceau mostrando la subunidad 
mayor de la proteína RuBisCO se incluyen como controles de carga. Los paneles inferiores muestran la 
cuantificación densitométrica de los análisis de western. Los valores son porcentajes de la densidad de la banda 
más intensa de cada membrana. Cada barra muestra el valor promedio y la desviación estándar de las cuatro o 
seis plantas infectadas analizadas en A y B, respectivamente. 
 
 
Para investigar más detalladamente los defectos causados por la pérdida de la O-
GlcNAcilación de la CP en la infección del PPV, se realizaron experimentos de competición 
entre PPV silvestre y el mutante CP7T/A. En ellos, se coinocularon plantas de A. thaliana y 
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N. clevelandii con mezclas de DNA de pICPPV-NK-lGFP silvestre y de pICPPV-NK-lGFP 
CP7T/A, este último en una cantidad ligeramente mayor. A los 22 dpi se evaluó la 
persistencia de los virus contendientes por IC-RT-PCR con iniciadores flanqueantes de la 
región mutada, seguida por digestión en sitios de restricción polimórficos. El mutante 
CP7T/A y el PPV silvestre continuaban coexistiendo en las plantas de N. clevelandii 
analizadas, lo cual va en concordancia con la similar eficiencia observada en las infecciones 
separadas (Figura IV.22A). Por el contrario, en todas las plantas coinoculadas de A. thaliana 
solo se detectó el virus silvestre, lo que confirma la eficacia biológica  reducida del mutante 
CP7T/A (Figura IV.22B). 
 
                                                      
Figura IV.22. Competición entre el PPV silvestre y el mutante CP7T/A en diferentes huéspedes. Plantas de 
N. clevelandii (A) y A. thaliana Col-0 silvestre (B) o mutante sec-2 (C) se inocularon por biolística con una 
mezcla 1.25:1 de DNA de pICPPV-NK-lGFP-CP7T/A y pICPPV-NK-lGFP. Se amplificaron fragmentos 
específicos de la secuencia codificante de la CP por IC-RT-PCR a partir de extractos de 4 plantas infectadas (P1-
P4), recolectadas a los 22 dpi. La digestión con NheI del fragmento amplificado del virus mutante da lugar a dos 
trozos de 480 y 79 nt, mientras que la del fragmento del PPV silvestre (wt) lo mantiene intacto (559 nt). La 
posición de los fragmentos de 559 y 480 nt está señalada por flechas. Como control, se analizaron muestras de 
plantas inoculadas solo con PPV silvestre o con el mutante CP7T/A. A la izquierda de los paneles se muestra el 
tamaño de fragmentos de DNA del fago ø29 digerido con HindIII usados como marcadores de tamaño. 
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Para verificar que la reducción en la eficacia biológica del mutante CP7T/A en 
Arabidopsis se debe a la carencia de O-GlcNAcilación en su CP, y no a otros efectos de las 
siete sustituciones de Thr a Ala, se realizó un experimento de competición en plantas 
mutantes sec-2. En estas plantas, en las que tanto la CP del PPV silvestre como la del mutante 
CP7T/A no están O-GlcNAciladas, ambos virus seguían coexistiendo a los 22 dpi (Figura 
IV.22C), lo que sugiere que la sustitución de siete treoninas por alaninas en la CP del PPV no 
produce per se un efecto nocivo apreciable en A. thaliana. 
 
IV.4.2. La pérdida de la O-GlcNAcilación incrementa la sensibilidad a proteasas de la 
CP del PPV 
 
El deterioro de la infección del PPV debido a mutaciones que bloquean la O-
GlcNAcilación de su CP puede ser debido a defectos en el ensamblaje o en la estabilidad de 
los viriones. Por tanto, se ensayó la susceptibilidad de la CP a la degradación proteolítica. Se 
 
 
Figura IV.23. Efecto de la O-GlcNAcilación en la estabilidad de la CP en extractos de N. clevelandii y P. 
persica infectados con el PPV. Dos grupos de extractos de tres plantas de N. clevelandii (A) o P. persica (B) 
inoculadas biolísticamente con PPV silvestre o CP7T/A y recolectadas a los 21 dpi, se incubaron a temperatura 
ambiente por los tiempos indicados, y se sometieron a análisis de western con suero anti CP de PPV (paneles 
superiores). La cuantificación densitométrica de las señales correspondientes a la CP intacta y a sus productos de 
degradación se muestran en los paneles inferiores. Los valores son porcentaje de la densidad de la banda de la 
CP de cada grupo de plantas al tiempo 0. Cada barra muestra el valor promedio y la desviación estándar de los 
dos grupos de plantas analizados para cada virus. 
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prepararon extractos de diferentes plantas infectadas con PPV silvestre o con el mutante 
CP7T/A, y se analizó la abundancia e integridad de la CP después de diferentes tiempos de 
incubación a temperatura ambiente (∼24ºC). Tanto la CP silvestre como la CP7T/A se 
mostraron muy estables en los extractos de N. clevelandii y P. persica, sin embargo, se 
detectaron algunos productos de degradación que eran algo más abundantes en las muestras 
CP7T/A (Figura IV.23). El efecto de la falta de O-GlcNAcilación fue mucho más acusado en 
los extractos de A. thaliana. En este huésped, mientras la CP silvestre fue igualmente muy 
estable en los extractos,  menos del 30% de la CP CP7T/A permaneció intacta después de 60 
minutos de incubación (Figura IV.24A). 
 
 
Figura IV.24. Efecto de la O-GlcNAcilación en la estabilidad de la CP en extractos de plantas de A. thaliana 
infectadas con el PPV. Dos grupos de extractos de tres plantas de A. thaliana Col-0 silvestre (wt) (A) o sec-2 
(B) inoculadas biolísticamente con el PPV silvestre o con el PPV-CP7T/A, y recolectadas a los 21 dpi se 
incubaron a temperatura ambiente por los tiempos indicados en cada caso y se sometieron a análisis de western 
con suero anti CP de PPV (paneles superiores). La cuantificación densitométrica de las señales correspondientes 
a la CP intacta y a sus productos de degradación se muestran en los paneles inferiores. Los valores son 
porcentajes de la densidad de la banda de la CP de cada grupo de plantas a tiempo 0. Cada barra muestra el valor 
promedio y la desviación estándar de los dos grupos de plantas analizado para cada virus.  
 
 
Con el fin de diferenciar entre los efectos debidos a la abolición de la O-
GlcNAcilación y otros posibles defectos causados por la mutación CP7T/A, se estudió la 
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estabilidad de la CP en extractos de tejido infectado del mutante sec-2 de A. thaliana. En estos 
extractos, las degradaciones de la CP silvestre y de la CP con la mutación CP7T/A fueron 
similares (Fig. IV.24B), lo que indica que en una planta incapaz de modificar por O-
GlcNAcilación a la CP del PPV, las sustituciones de treonina por alanina del mutante CP7T/A 
no tienen un efecto notable en la estabilidad de la proteína. Sorprendentemente, la 
inestabilidad de la CP del PPV (silvestre o CP7T/A) causada por la mutación sec en la planta 
infectada fue menos marcada que la causada por la mutación CP7T/A del virus en las plantas 
silvestres (Fig. IV.24B). Esto sugiere que la mutación sec podría producir efectos 
estabilizadores adicionales que compensaran parcialmente los efectos desestabilizadores de la 
CP debidos a la carencia de su O-GlcNAcilación. 
 
IV.5. EFECTOS DEL SILENCIAMIENTO DE SEC SOBRE LA INFECCIÓN DE PPV 
EN Nicotiana benthamiana 
 
Dado que el efecto de eliminar las dianas de O-GlcNAcilación en la CP parecía ser 
distinto en diferentes huéspedes, se decidió apagar la expresión de SEC mediante 
silenciamiento de RNA en plantas transgénicas de N. benthamiana para comparar el efecto de 
la deficiencia de SEC sobre la infección del PPV en plantas diferentes a Arabidopsis. 
Alineando la secuencia de SEC de A. thaliana con las de otras OGTs que estaban 
disponibles en las bases de datos cuando se comenzó este trabajo, se encontró una región 
altamente conservada codificada por la secuencia comprendida entre las posiciones 2172 y 
2532 de la secuencia codificante de SEC de Arabidopsis. Se prepararon cebadores 
degenerados que permitieron amplificar por RT-PCR y clonar la región correspondiente de 
los genes SEC de N. clevelandii, N. benthamiana, N. tabacum, A. thaliana y P. persica. De las 
plantas de Nicotiana se obtuvieron varios clones que se diferenciaban en un pequeño número 
de nucleótidos y podrían corresponder a tres genes diferentes (Fig. IV.25). Los clones b3, b4 y 
bB3 de N. benthamiana y cC4 de N. clevelandii mostraban niveles de similitud de 96-97 %, 
mientras que la similitud de los clones bB2 de N. benthamiana, cC2, cCa, cCb y cCe de N. 
clevelandii, y el único de N. tabacum que se analizó estaba entre 96 y 99 % (Fig. IV.25 y 
Tabla IV.3). El clon b2 de N. benthamiana era más o menos igual de similar a los dos grupos 
de clones (89-92 %) y (90-94 %). El nivel de similitud de los genes SEC de Nicotiana con los 
de A. thaliana y P. persica era de alrededor del 80% (Tabla IV.3).  
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Figura IV.25. Comparación de secuencias de SEC clonadas de diferentes plantas. Se comparan las 
secuencias de cinco clones de N. benthamiana (SEC-b2, SEC-b3, SEC-b4, SECbB2 y SEC-bB3), cinco clones 
de N. clevelandii (SEC-cC2, SEC-cC4, SEC-cCa, SEC-cCb y SEC-cCe) y un clon de N. tabacum (SEC-Nt), A. 
thaliana (SEC-At), y P. persica (SEC-Pp) correspondientes la región comprendida entre los nt 2192 y 2512 de la 
secuencia codificante de la proteína SEC de A. thaliana.  
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Tabla IV.3 Similitud (%) entre secuencias de SEC clonadas de diferentes plantas 	   Nb1	   Nc1 Nb1 Nc1 
 b3 b4 bB3 cC4 b2 bB2 cC2 cCa cCb cCe	   Nt1	   At1	   Pp1	  b3 -­‐ 96.2 96.2 96.2 90.2 85.9 86.6 86.6 86.6 86.2	   84.7 78.1 80.6 b2 90.9 91.2 89.4 89.7 -­‐ 93.4 92.8 92.8 92.8 92.5	   90.3 78.4 79.4 
bB2 85.9 84.7 85.9 85.6 93.4 -­‐ 99.1 99.1 99.1 98.1	   96.6 78.1 78.8 
 
Se comparan las secuencias correspondientes a la región comprendida entre los nt 2192 y 2512 de la secuencia 
codificante de la proteína SEC de A. thaliana 
1 Nb, N. benthamiana; Nc, N. clevelandii; Nt, N. tabacum; At; A. thaliana; Pp, P. persica 
 
 
IV.5.1.  Obtención de plantas transgénicas de N. benthamiana silenciadas 
constitutivamente en los genes SEC-b2 y SEC-b3. 
 
Los fragmentos clonados de SEC-b2 y SEC-b3 se introdujeron en el vector 
pCAMBIA1300, en sentido y antisentido (repetición invertida, o IR) separados por un intrón, 
con la capacidad de formar una estructura en horquilla (Fig. IV.26). Las construcciones 
hechas, pCAMBIA1300-SEC-b2 y pCAMBIA1300-SEC-b3, se transfirieron a A. 
tumefaciens, y con las cepas resultantes se transformaron plantas de N. benthamiana, con el 
objeto de suprimir la expresión de SEC por silenciamiento de RNA (Waterhouse y col., 
1998). 
Se obtuvieron 27 y 33 líneas transgénicas de SEC-b2 y SEC-b3, respectivamente, a 
partir de los cuales se podía amplificar por PCR un fragmento de 515 pb correspondiente a la 
secuencia de SEC de una de las ramas de la horquilla, además del intrón (datos no mostrados). 
Se eligieron 10 líneas SEC-b2 y 8 SEC-b3 para su análisis posterior. El posible silenciamiento 
génico de SEC se analizó, por medio de ensayos de tipo Northern, en las plantas derivadas de 
la autofecundación de las plantas regeneradas inicialmente (generación F1). En 14 líneas (6 
SEC-b2 y 8 SEC-b3) se obtuvo un silenciamiento muy acusado (Fig. IV.27), mientras que en 
las 4 (3 SEC-b2 y 1 SEC-b3) los niveles de mRNA de SEC eran similares a los de las plantas 
silvestres (Fig. II.27A y B). El fenotipo se mantuvo en la mayoría de las plantas analizadas de 
la siguiente generación, procedentes de la autofecundación de plantas F1 homocigotas con 
una sola copia del transgén (Fig. IV.27C y D). Sin embargo se observaron excepciones como 
la planta SEC-b2-31-1-3, que a diferencia de su madre (SEC-b2-31-1) y su hermana (SEC-b2-
31-1-1) expresaban niveles relativamente altos de mRNA de SEC (aunque menores que los de 
las plantas silvestres) (Fig. IV.27A y C); igualmente, la planta SEC-b2-5-1-1 parecían haber 
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perdido el silenciamiento de SEC que mostraba la descendencia de su progenitora SEC-b2-5-
1 (Fig. IV.27A y C). 
 
 
Figura IV.26. Silenciamiento de SEC en plantas transgénicas de N. benthamiana. A) Representación 
esquemática del mRNA de SEC-b2 y SEC-b3 donde se muestra la región clonada en forma de repeticiones 
invertidas. B) Estrategia seguida para silenciar la expresión de SEC-b2 y SEC-b3 a través de la formación de 
RNAs de doble cadena de la secuencia de los genes diana. (+), RNA en sentido. (-), RNA en antisentido. 
 
 
IV.5.2. Efecto sobre la acumulación viral del PPV del silenciamiento de SEC en plantas 
de N. benthamiana que expresan IRs de SEC-b2 y SEC-b3 
 
Para analizar el efecto del silenciamiento de SEC sobre la infección del PPV en N. 
benthamiana se eligieron dos plantas transgénicas SEC-b2 (4-1-1 y 52-1-2) y dos SEC-b3 
(11-1-2, 49-1-1) de la generación F2 que habían mostrado una supresión de la expresión de 
SEC acusada y estable (Fig. IV.26). Se inocularon plantas descendientes de su 
autofecundación con PPV-NK-lGFP. La monitorización de la fluorescencia de la GFP no 
mostró diferencias apreciables en el crecimiento de los focos de infección de las hojas 
inoculadas entre las plantas con SEC silenciada y las silvestres (datos no mostrados). Sin 
embargo un análisis de Western a los 10 dpi parecía mostrar niveles de acumulación sistémica 
viral algo menor en las plantas de  las dos líneas silenciadas (Fig. IV.28A). Para verificar esta  
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Figura IV.27. Análisis del silenciamiento de los genes SEC en diferentes líneas transgénicas. La acumulación 
de mRNA de SEC en plantas de N. benthamiana transformadas con IR de SEC-b2 (A y C) y SEC-b3 (B y D) se 
analizó por Northern con una sonda específica de SEC-b2 (nt 2533 a 3174, 87 % de similitud con SEC-b3). Se 
analizaron plantas de la generación F1 (A y B) y de la generación F2 descendientes de ellas (C y D). Las 
muestras corresponden a hojas maduras y se tomaron a los 35 días después del trasplante a tierra. Como control 
de carga se muestra el rRNA 28S teñido con azul de metileno (paneles inferiores). wt, muestra de RNA de 
plantas silvestres de N. benthamiana. (-), RNA de plantas de A. thaliana con la mutación sec-2, usadas como 
control negativo de la expresión de SEC. 
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apreciación se inocularon nuevamente plantas descendientes de SEC-b2-4-1-1 y se analizó la 
acumulación sistémica viral a un tiempo más temprano (8 dpi). El análisis de western mostró 
una clara reducción de aproximadamente un 75% en la acumulación de virus en las plantas 
SEC-b2-4-1-1 con respecto a la detectada en las plantas silvestres (Fig. IV.28B y D). Las 
diferencias disminuían drásticamente con el progreso de la infección, de manera que a los 21 
dpi la acumulación de PPV en las plantas de la línea silenciada y en las plantas silvestres fue 
muy similar (Fig. IV.28C y E). 
El hecho de que las diferencias en acumulación viral entre las plantas transformadas 
con las IR de SEC-b2 y SEC-b3 disminuyeran drásticamente a tiempos tardíos de la infección 
 
 
 
Figura IV.28. Acumulación viral de PPV en plantas con SEC silenciada. A-C) Análisis de western con suero 
anti CP de extractos de plantas descendientes de las plantas transgénicas indicadas y de plantas silvestres (wt) 
inoculadas con PPV-NK-lGFP. En A se muestra el análisis western blot de las hojas infectadas sistémicamente a 
10 dpi. Cada carril corresponde a un grupo de 2 plantas. En B se muestra el análisis de hojas jóvenes recogidas a 
8 dpi (izquierda) y en C al análisis de hojas jóvenes recogidas a 21 dpi. Cada carril corresponde a una planta 
individual. Los carriles ni corresponden a plantas silvestres de N. benthamiana no infectadas. Las membranas 
teñidas con rojo Ponceau mostrando la subunidad mayor de la proteína RuBisCO se incluyen como control de 
carga. Los carriles m muestran marcadores de masa molecular de 47.5 y 32.5 kDa preteñidos (New England 
Biolabs). En D y E se muestra la cuantificación densitométrica de las acumulaciones virales determinadas por los 
análisis de western mostrados en B y C, y por los duplicados no mostrados. Los valores son porcentajes de la 
densidad de la banda más intensa de cada membrana. Cada barra muestra el valor promedio y la desviación 
estándar de 10 plantas. 
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sugería que la infección viral, que produce al potente supresor de silenciamiento HCPro 
podría estar reactivando a SEC en las plantas inicialmente silenciadas. Sin embargo, en 
plantas de diferentes líneas transgénicas recogidas a 18 dpi, cuando su acumulación viral es 
similar a la de plantas infectadas silvestres o descendientes de la planta SEC-b3-17-1-5, no 
silenciada, (Fig. IV.29A), se mantenía el silenciamiento eficiente de SEC (Fig. IV.29B). 
 
 
Figura IV.29. Silenciamiento de SEC en plantas de líneas transgénicas infectadas con el PPV. Análisis de 
western con suero anti CP (A) y de Northern con una sonda específica de SEC-b2 (nt 2533 a 3174, 86% de 
similitud con SEC-b3) de extractos de plantas descendientes de las plantas transgénicas indicadas, y de plantas 
silvestres (wt) inoculadas con PPV-NK-lGFP. Las muestras corresponden a hojas maduras y se tomaron a los 18 
dpi de plantas inoculadas 35 dpi después del trasplante a tierra. Cada carril de A y B corresponde a grupos de 2 y 
de 5 plantas, respectivamente. Las membranas teñidas con rojo Ponceau, mostrando la subunidad mayor de la 
proteína RuBisCO (A) y con azul de metileno mostrando el rRNA 28S (B) se incluyen como control de carga. ni, 
planta silvestre no infectada; (-), RNA de plantas de A. thaliana con la mutación sec-2, usadas como control 
negativo de la expresión de SEC. 
 
 
IV.5.3.  Efecto sobre la O-GlcNAcilación de la CP del PPV del silenciamiento de SEC en 
plantas de N. benthamiana que expresan IRs de SEC-b2 y SEC-b3. 
 
Para determinar la O-GlcNAcilación de la CP del PPV en N. benthamiana deficiente 
en SEC, se purificaron viriones a partir del tejido infectado de plantas descendientes de SEC-
b2-4-1-1, SEC-b2-52-1-2, SEC-b-49-1-1 y SEC-b3-17-1-5, se digirieron con tripsina y se 
analizaron por MALDI-TOF. El espectro de los viriones acumulados en las plantas de la línea 
SEC-b3-17-1-5, cuya expresión de SEC seguía activa, mostraba el mismo patrón de O- 
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Figura IV.30 Análisis por MALDI-TOF de viriones de PPV purificados de plantas de N. benthamiana 
transformadas con IRs de SEC-b2 y SEC-b3. Espectros correspondientes a los péptidos 1-39 (paneles 
izquierdos) y 40-93 (paneles derechos) de viriones purificados a partir de grupos de 10 plantas descendientes de 
las plantas transgénicas indicadas y de plantas silvestres (wt), infectadas con PPV-NK-lGFP. Las muestras se 
recogieron a los 18 dpi, y sus análisis de acumulación viral por Western y de expresión de SEC por Northern se 
muestran en la Fig. IV.29. Se indica la relación masa/carga (m/z en Daltones) asignada a los picos más 
relevantes. Los asteriscos señalan a los picos correspondientes a los péptidos 1-39 y 40-93 sin glicosilar. O-
GlcNAc, O-GlcNAcilación; a.i., valores de intensidad arbitrarios. 
 
 
GlcNAcilación de la CP observado en los viriones de las plantas silvestres (Fig. IV.30). Por el 
contrario, las muestras de viriones purificados a partir de plantas con SEC silenciada (SEC-
b2-4-1-1, SEC-b2-52-1-2 y SEC-b3-49-1-1) mostraron patrones claramente alterados. No se 
detectaba la forma di-O-GlcNAcilada del péptido 1-39 y el nivel de la forma mono-O-
GlcNAcilada de este péptido era muy inferior al observado en los espectros de viriones 
producidos por plantas con el SEC sin silenciar (Fig. IV.30). Asimismo, en los espectros de 
los viriones de plantas con SEC silenciada se apreciaba la desaparición de las formas tetra- y 
tri-O-GlcNAciladas del péptido 40-93, y una drástica disminución de sus formas di- y mono-
O-GlcNAcilada. Así pues, los péptidos 1-39 y 40-93 de la CP se encontraban en los viriones 
producidos en plantas con SEC silenciada mayoritariamente sin O-GlcNAcilar (Fig. IV.30). 
Todos estos resultados sugieren que la supresión parcial de la expresión de SEC causa 
en N. benthamiana un retraso de la infección por el PPV similar al causado por la 
desaparición total de O-GlcNAcilación en mutantes sec de Arabidopsis. 
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V. DISCUSIÓN 
 
V.1. IDENTIFICACIÓN DE LA ENZIMA OGT IMPLICADA EN LA O-
GlcNAciILACIÓN DE LA CP DEL PPV 
 
Dentro de la sofisticada red de mecanismos que regulan la expresión génica y las 
funciones de los productos génicos, se encuentran el gran número de modificaciones químicas 
que sufren las proteínas después de su síntesis. Estas modificaciones postraduccionales juegan 
papeles muy importantes, y entre ellas, una de las modificaciones más complejas, variables y 
ampliamente distribuidas es la glicosilación (Spiro, 2002). Mientras que la modificación más 
común por carbohidratos es la unión de oligosacáridos complejos a residuos de asparagina en 
el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi, la O-GlcNAcilación es mucho más simple - 
consiste en la adición de monosacáridos de D-N-acetilglucosamina (GlcNAc) a serinas y 
treoninas de proteínas nucleares y citoplásmicas (Hart y col., 2011)- pero no por ello menos 
importante, como se refleja en el hecho de que la enzima que la causa (OGT) es esencial en la 
mayoría de los metazoos (Shafi y col., 2000) y en las plantas (Hartweck y col., 2002). 
Mientras que la identificación de proteínas de mamíferos O-GlcNAciladas y de sus 
residuos O-GlcNAcilados, así como la caracterización de la relevancia funcional de las 
modificaciones ha crecido rápidamente durante las últimas tres décadas, la información 
equivalente en plantas es todavía muy limitada (Hart y col., 2011; Olszewski y col., 2010; 
Wang y col., 2011). El análisis filogenético de las proteínas tipo OGT, permite su 
clasificación en dos grupos bien diferenciados, que parecen derivar de una antigua 
duplicación génica que tuvo lugar en el mundo procariota (Olszewski y col., 2010). A 
diferencia de los anímales, que solo tienen una OGT, las plantas tiene dos OGTs, SEC, que 
pertenece al mismo grupo que las OGTs de animales, y SPY, que es miembro del segundo 
grupo. Se ha sugerido que las OGTs de tipo SPY se introdujeron en los eucariotas vía el 
endosimbionte que dio lugar al cloroplasto (Olszewski y col., 2010). SEC y SPY parecen 
tener funciones parcialmente solapantes. La pérdida de función de cualquiera de las dos 
OGTs, SEC o SPY, no causa letalidad por sí sola. Sin embargo, los embriones con la doble 
mutación sec/spy mueren antes de que se complete el desarrollo de la semilla (Hartweck y 
col., 2002). Aunque la explicación más plausible de este hecho es que SEC y SPY son 
capaces de desempeñar indistintamente una o varias funciones esenciales para la 
embriogénesis, también es posible que SEC y SPY participen en procesos independientes y 
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que solo se produzca letalidad del embrión cuando ambos procesos se ven alterados 
(Olszewski y col., 2010).  
El grado de solapamiento entre las funciones de SPY y SEC es desconocido. De hecho 
es muy poco lo que se sabe sobre proteínas de plantas que son dianas de O-GlcNAcilación. 
Hay evidencia sólida de que la proteína floemática CmPP16-1 está O-GlcNAcilada y de que 
su modificación es importante para su capacidad de interaccionar con la proteína Nt-NCAPP1 
- que también parece estar O-GlcNAcilada – y de moverse a través de los plasmodesmos 
(Taoka y col., 2007). A pesar de que se ha identificado a una serina particular como la posible 
diana de la O-GlcNAcilación, no hay datos sobre la estructura precisa de la rama glucosídica 
que se incorpora a la proteína. Otra proteína que se ha visto que contiene residuos de O-
GlcNAc es la proteína gp40 (Heese-Peck y col., 1995; Heese-Peck y Raikhel, 1998), que 
forma parte del complejo del poro nuclear , y que es un homólogo cercano de Nt-NCAPP1. 
No se sabe si estas modificaciones las realizan OGTs del tipo SEC o SPY, pero el hecho de 
que la modificación de gp40 es más compleja que la adición de un único residuo de O-
GlcNAc, sugiere que la glicosilación de estas proteínas podría diferir considerablemente de la 
que causan las OGTs de animales.  
El hecho de que no se hayan encontrados nulos de SPY (Silverstone y col., 2007) y de 
que los defectos de mutantes de pérdida de función de este gen sean mucho más graves que 
los de mutantes nulos de SEC (Olszewski y col., 2010) podría explicarse si existe una 
coincidencia en los sustratos utilizados por SPY y SEC pero SPY es responsable de la mayor 
parte de la O-GlcNAcilación, o bien algunos sustratos importantes de SPY no pueden ser 
modificados por SEC. Sin embargo, los resultados de esta tesis lo que muestran es que la CP 
del PPV es sustrato de SEC, pero no de SPY. Esto se aprecia sin ambigüedad para las dianas 
Thr19 y Thr 24, que se muestran intactas en los dos mutantes sec analizados (Fig. IV.5). 
Aunque no se puede descartar formalmente la posibilidad de que OGTs de tipo SPY 
glicosilen alguno de los residuos del péptido 40-93, el hecho de que la O-GlcNAcilación 
parezca decaer de manera similar en los péptidos 1-39 y 40-93 en las plantas de N. 
benthamiana con SEC silenciada por RNAi (Fig. IV.30), sugiere fuertemente que todas las 
dianas de O-GlcNAcilación son modificadas por el mismo tipo de OGT. Hay que destacar 
aquí que los resultados de clonación y secuenciación sugieren que N. benthamiana puede 
tener dos genes de SEC homólogos muy similares (Fig. IV.25), probablemente como 
consecuencia de su naturaleza anfidiploide (Goodin y col., 2008). Tanto los análisis de 
MALDI-TOF de los mutantes T19A, T24A y TT19,24AA, como los de espectrometría ETD 
MS/MS del virus silvestre muestran que la CP del PPV está modificada por residuos simples 
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de O-GlcNAc, como las proteínas O-GlcNAciladas de mamíferos por su OGT tipo SEC, y en 
contraste con la aparente complejidad de la O-GlcNAcilación de la proteína gp40 de tabaco. 
Esta diferencia podría sugerir que las dos proteínas expresadas en plantas podrían estar 
modificadas por OGTs diferentes. En cualquier caso, queda por averiguar si la O-
GlcNAcilación causada por SPY difiere o no de la causada por las OGTs tipo SEC de plantas 
y animales. 
 
V.2. IDENTIFICACIÓN DE DIANAS DE O-GlcNAcilación EN LA CP DEL PPV 
 
La desaparición de la forma di-glicosilada del péptido 1-39 en el espectro de MALDI-
TOF de los viriones de los mutantes T19A y T24A (Fig. IV.8) y de las formas mono y 
diglicosilada de este péptido en el de los viriones del doble mutante TT19,24AA (Fig. IV.9) 
es una clara indicación de que las treoninas Thr-19 y Thr-24 son dos de las dianas de O-
GlcNAcilación de la CP del PPV. En el mutante MG todas las serinas y treoninas de los 
primeros 43 aa de la CP han sido reemplazadas por alaninas. La detección de tres formas O-
GlcNAciladas del péptido 40-93 en espectro de MALDI-TOF de viriones de este mutante, en 
lugar de las cuatro que se detectan en el espectro de viriones del PPV silvestre (Fig. IV.14) 
demuestra que hay tres dianas de O-GlcNAcilación entre las treoninas 50 y 91, y sugiere 
fuertemente que uno de los tres residuos Thr-40, Thr-41 o Ser-43 está O-GlcNAcilado. El 
hecho de que la restauración de Thr-41 en el mutante MG, pero no las de Thr-40 o Ser-43, de 
lugar a la recuperación del cuarto pico de glicosilación (Fig. IV.14) apoya la suposición de 
que Thr-41 es el sitio de O-GlcNAcilación. Sin embargo no es posible descartar formalmente 
la posibilidad de que la mutación T41A altere la estructura de la proteína y perturbe la O-
GlcNAcilación en otra posición. 
Las mutaciones a Ala de Thr-71, Thr-74 y Thr-91 no cambiaban el patrón de O-
GlcNAcilación del péptido 40-93 (Fig. IV.17), lo que demuestra que estas treoninas no están 
modificadas. En cambio, las mutaciones de las treoninas localizadas entre las posiciones 50 y 
58 sí que afectan a la O-GlcNAcilación de la CP del PPV (Fig. IV.17). Estos datos no 
permiten discriminar si estas treoninas están ellas mismas O-GlcNAciladas o sin son 
importantes para la modificación de residuos vecinos (Fig. IV.17). Por el contrario, el análisis 
de ETD MS/MS identifica directamente los residuos modificados  en la CP del virus silvestre. 
Este análisis verificó que las treoninas 19, 24, 41, 53 y 54 y/o 58 llevan unidos residuos O-
GlcNAc (Tabla IV.2), lo que está de acuerdo con los resultados de la mutagénesis. Además, 
se observó que la serina 65, que no se incluyó en el programa de mutagénesis, también estaba 
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O-GlcNAcilada en los viriones del PPV silvestre (Fig. IV.18 y Tabla IV.2). Puesto que el 
análisis de ETD detectaba hasta cinco residuos O-GlcNAc en el péptido 40-93, dos 
aminoácidos, además de T41, T53 y S65 pueden estar O-GlcNAcilados. Teniendo en cuenta 
los resultados del estudio de mutagénesis, lo más probable es que tanto Thr-54 como Thr-58, 
o uno de estos dos residuos y Thr-50, estén glicosilados. Puesto que las mutaciones T50A y 
T53A eliminaban dos residuos O-GlcNAc (Fig. IV.17), algunas mutaciones Thr a Ala afectan 
a la O-GlcNAcilación de residuos adyacentes. 
Los resultados mostrados en esta tesis, están de acuerdo con el análisis ETD MS/MS 
de la O-GlcNAcilación de la CP del PPV por SEC de A. thaliana en un sistema de expresión 
de E. coli publicado por Kim y col. (2011), que muestra la O-GlcNAcilación de Thr-19, Thr-
24, Thr-41, Thr-53 y Ser 65. La coincidencia de 5 sitios de glicosilación en la CP del PPV 
expresada en plantas infectadas y en E. coli apoya fuertemente la sugerencia propuesta en el 
citado artículo de que la especificidad del reconocimiento por SEC de sus dianas no depende 
del ambiente celular en el que tiene lugar. El hecho de que en el análisis de ETD-MS/MS de 
la CP del PPV O-GlcNAcilada en E. coli no se detectaran dos de las O-GlcNAcilaciones, en 
Thr-50, Thr-54 o Thr-58, que sí se observan en los viriones del PPV producido en plantas 
infectadas se debe probablemente a una menor eficiencia de O-GlcNAcilación del sistema 
heterólogo (Kim y col., 2011). Se sabe que la OGT de los mamíferos sufre modificaciones 
postraduccionales y forma parte de complejos multiproteicos (Hart y col., 2011); si SEC se 
comporta de manera similar en la células vegetales, la debilidad de la O-GlcNAcilación de la 
CP del PPV observada en el sistema de expresión bacteriano podría deberse a la ausencia de 
algunos factores accesorios que no afectan a la especificidad de sustrato, pero estimulan la 
actividad enzimática. Aunque no hay una secuencia consenso estricta, los sitios de O-
GlcNAcilación parecen compartir algunas peculiaridades, principalmente la proximidad de un 
residuo de prolina y un ambiente rico en serinas y treoninas. Se ha desarrollado un algoritmo 
de predicción, OGlcNAcScan, en base a una serie de datos de entrenamiento de 373 sitios de 
O-GlcNAcilación identificados experimentalmente, la mayoría de proteínas de mamíferos 
(Wang y col., 2011). OGlcNAcScan es capaz de identificar, aunque con una baja puntuación, 
a Thr-19, Thr-24 y Thr-53, como posible sitios O-GlcNAcilados, con un falso positivo para 
Ser-62. Teniendo en cuenta la limitada capacidad del algoritmo de predicción, el resultado 
sugiere que la selección de sitios de modificación es similar para las OGTs de mamíferos y 
SEC. 
 
  91 
V.3. PAPEL DE LA O-GlcNAcILACIÓN DE LA CP EN LA INFECCIÓN DEL 
PPV 
 
En esta tesis, hemos integrado las siete mutaciones T a A que habíamos comprobado 
que afectaban a la O-GlcNAcilación de la CP del PPV en un mutante múltiple, CP7T/A. No 
se observó ninguna O-GlcNAcilación en la CP de viriones de PPV CP7T/A (Fig. IV.19), a 
pesar de que Ser-65, que se había detectado unida a O-GlcNAc en el estudio de ETD MS/MS 
(Fig. IV.18 y tabla IV.2), no había sido mutada. Este dato refuerza la conclusión del efecto 
remoto de al menos una de la mutaciones T a A enunciada antes, sin embargo no es posible 
discernir entre una alteración directa de la secuencia de reconocimiento de SEC y la posible 
necesidad de que algún sitio se O-GlcNAcile para que la proteína se modifique también en 
otra posición. 
Ninguna de la mutaciones puntuales T a A que hemos producido tenía un efecto 
apreciable sobre la infección del PPV en plantas de Nicotiana o de P. persica (Fig. IV.7 y 
IV.16). El múltiple mutante CP7T/A también infectaba estos huéspedes de manera similar al 
PPV silvestre (Fig. IV.20). La escasa relevancia de la ausencia de glicosilación de la CP PPV 
CP7T/A en la infección de N. clevelandii se ve apoyada por la persistencia del virus mutante 
junto con el PPV silvestre en el experimento de competición en el que las plantas se 
inocularon con una mezcla de los dos virus (Fig. IV.22). Este resultado contrasta con el efecto 
leve, pero claro, de la reducción de la actividad SEC por RNAi en la fase temprana de la 
infección del PPV silvestre de plantas transgénicas de N. benthamiana (Fig. IV.28). El 
aparente desacuerdo se debe probablemente a que los niveles de acumulación de PPV 
CP7T/A se analizaron a 21dpi, un tiempo muy tardío para detectar leves deficiencias debidas 
a la ausencia de O-GlcNAcilación de la CP; pero no podemos descartar la posibilidad de que 
en las plantas de N. bethamiana transgénicas la deficiencia de SEC afecte, además de a la CP, 
a la actividad de otras proteínas del virus o de la planta relevantes para la infección del PPV.  
En el caso de A. thaliana, la eficiencia de infección de PPV CP7T/A y su 
competitividad frente al virus silvestre están claramente reducidas (Fig. IV.21 y IV.22). Este 
resultado sugiere que el deterioro de la infección del PPV en plantas de A. thaliana deficientes 
de SEC (Fig. IV.2) es principalmente debida a la falta de glicosilación de la CP viral. Esta 
conclusión se ve apoyada por la persistencia de virus mutante y silvestre cuando los 
experimentos de competición se realizaron en un mutante sec de A. thaliana (Fig. IV.22), lo 
que también sugiere que las siete mutaciones T a A de PPV CP7T/A no causan una perdida de 
eficacia biológica por sí mismas. La selección específica del virus silvestre en las infecciones 
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mixtas en A. thaliana silvestre demuestra también que, aunque se ha descrito 
heteroencapsidación en infecciones potyvirales (Varrelmann y Maiss, 2000), el mutante 
CP7T/A no puede rescatarse por este proceso. En nuestro laboratorio ya se había descrito la 
imposibilidad de que la heteroencapsidación rescatara a una mutación de la CP del PPV en un 
experimento de competición entre PPV silvestre y el mutante NAT (Salvador y col., 2008a). 
La falta de complementación de defectos de la CP puede deberse a restricciones para que 
varias moléculas de RNA genómico den lugar al comienzo de la replicación viral en una 
misma célula, como se puede deducir de la observación de que la mayoría de los focos de 
infección primarios en infecciones mixtas de dos potyvirus deriven de solo un genotipo 
(Zwart y col., 2011), o a cierta preferencia de la CP para interaccionar con el RNA que sirvió 
de molde para su síntesis.  
La ausencia de O-GlcNAcilación parece causar inestabilidad en las tres plantas 
ensayadas, pero el efecto era mucho más acusado en A. thaliana, lo que puede explicar la 
reducida eficiencia de infección en este huésped (Fig. IV.23 y IV.24 y Fig. IV.21 y IV.22). 
Aunque el comportamiento in vitro no reproduce necesariamente lo que ocurre en las células 
infectadas, los resultados de esta tesis sugieren un papel importante de la O-GlcNAcilación en 
el ensamblaje o la estabilidad de los viriones, o en la estabilidad de la CP. Aunque se conoce 
poco acerca de los posibles efectos de la O-GlcNAcilación en el ensamblaje de los viriones, 
se ha descrito que esta modificación puede tanto aumentar (Butkinaree y col., 2010) como 
reducir (Srikanth y col., 2010) la estabilidad de proteínas diana. Se piensa que la O-
GlcNAcilación estabiliza las proteínas interfiriendo con la fosforilación de dominios PEST 
(Butkinaree y col., 2010). Sin embargo, aunque se ha comprobado que la CP del PPV está 
fosforilada (Fernández-Fernández y col., 2002a), datos preliminares de MS sugieren que la 
ausencia de O-GlcNAcilación no está asociada con estimulación de la fosforilación de la CP 
del PPV. Hay que destacar también que, aunque se ha descrito en sistemas de mamífero que la 
O-GlcNAcilación y la fosforilación pueden afectar a los mismos residuos de la proteína, y se 
ha sugerido que una misma serina de la proteína CmPP16-1 del floema de calabaza puede 
estar tanto O-GlcNAcilada como fosforilada, resultados recientes de nuestro laboratorio 
indican que la CP del PPV se O-GlcNAcila y fosforila en residuos distintos. Por otra parte, el 
programa ePESTfind (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind; visitado el 
17 de septiembre de 2013) no identifica ningún potencial motivo PEST en la CP del PPV. En 
cualquier caso, no se puede descartar la posibilidad de que el papel de la O-GlcNAcilación de 
la CP en la infección del PPV pueda estar mediada, parcial o totalmente, por efectos en la 
fosforilación de la proteína. El hecho de que las estabilidades de las CP del PPV silvestre y 
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CP7T/A sean similares en extractos de A. thaliana deficientes en SEC (Fig. IV.24) sugiere 
que es la falta de los residuos O-GlcNAc, más que las mutaciones de T a A per se, lo que, 
directa o indirectamente, promueve la inestabilidad de la CP. Es importante destacar que la 
estabilidad de la CP silvestre y la de la proteína CP7T/A - sin modificación por O-GlcNAc - 
en las plantas de A. thaliana carentes de SEC es mayor que la de esta CP mutada en plantas 
silvestres de A. thaliana (Fig. IV.24). Este dato sugiere que la O-GlcNAcilación de factores 
del huésped aún por descubrir puede promover la degradación de la CP del PPV. Se necesitan 
estudios adicionales para conocer cómo la O-GlcNAcilación afecta a la  estructura del virión 
y/o a la estabilidad de la CP, el posible papel de la fosforilación en estas facetas y su 
relevancia para las diferentes etapas del ciclo reproductivo del virus. Se ha propuesto que la 
fosforilación de la CP podría contribuir a la activación traduccional del virión (Atabekov y 
col., 2001; Zayakina y col., 2008) y a una distribución correcta del RNA viral en los 
diferentes procesos en los que participa (traducción, replicación, encapsidación, movimiento) 
(Ivanov y col., 2003; Ivanov y col., 2001), y la O-GlcNAcilación podría participar también en 
esta función reguladora. Por otra parte, se ha descrito que la fosforilación de proteínas de 
movimiento de virus afectan a su función en la propagación del virus (Karger y col., 2003; 
Kawakami y col., 2003; Samuilova y col., 2013; Trutnyeva y col., 2005) y se ha comprobado 
la importancia de la O-GlcNAcilación en la regulación del movimiento intercelular de 
proteínas (Taoka y col., 2007). En los potyvirus la CP funciona como una proteína de 
movimiento (Rojas y col., 1997), por lo que se ha propuesto que la O-GlcNAcilación de la CP 
podría facilitar de alguna manera el movimiento del virus; sin embargo, aún no hay datos 
experimentales que apoyen esta especulación (Taoka y col., 2007). 
Otra cuestión por resolver planteada por los resultados de esta tesis es por qué la 
importancia de la O-GlcNAcilación de la CP en la infección del PPV es diferente en 
diferentes huéspedes. Mientras que el ensayo de competición era incapaz de detectar defectos 
de eficacia biológica de PPV-CP7T/A en N. clevelandii, la estabilidad de la CP y la 
acumulación viral se veían reducidos por la deficiencia de O-GlcNAcilación en todos los 
huéspedes analizados, aunque el efecto era mucho más acusado en A. thaliana (Fig. IV.22, 23, 
24, 20, y 21). Así pues, la O-GlcNAcilación parece ser relevante para la infección del PPV en 
todos sus huéspedes. Puesto que la O-GlcNAcilación se ve afectada por el status metabólico 
celular y protege al organismo frente algunas situaciones de estrés, sería interesante conocer si 
la importancia de la modificación por O-GlcNAc en la infección varía cuando cambian las 
condiciones de crecimiento de la planta huésped. 
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Finalmente, es interesante resaltar que la demostración de la importancia de la O-
GlcNAcilación para la infección abre una nueva vía para el diseño de estrategias antivirales 
contra un virus de tanta relevancia socioeconómica como el PPV. Si SEC es un factor no 
esencial para los huéspedes naturales del PPV, como para sus huéspedes experimentales A. 
thaliana y N. benthamiana, la eliminación o la disminución de la expresión de SEC podría 
contribuir a reducir la susceptibilidad a la sharka sin costes agronómicos notables. 
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CONCLUSIONES  
 
• La modificación por O-GlcNAc de la CP del PPV se da de una manera similar en 
plantas de A. thaliana, N. benthamiana y N. clevelandii. 
• Es SECRET AGENT, y no SPINDLY, la OGT de plantas que modifica por O-
GlcNAc a la CP del PPV. 
• La O-GlcNAcilación por SECRET AGENT en plantas es similar a la observada en 
proteínas animales. 
• Se ha demostrado por mapeo mutacional y análisis por ETD MS/MS que la 
proteína CP del PPV está modificada por residuos O-GlcNAc en las treoninas 19, 
24, 41, 53, 54 y/o 58 y en la serina 65. Una mutación en Thr-50 también altera el 
patrón de O-GlcNacilación de CP, por lo que es posible que está treonina pueda 
también modificarse. 
• La eliminación de más de una diana de O-GlcNAcilación en la CP del PPV por 
algunas mutaciones individuales, y la carencia aparentemente completa de esta 
modificación en un mutante que aún conserva Ser-65, indican que el 
reconocimiento por SEC es muy sensible a pequeñas variaciones de secuencia en 
el entorno del residuo a modificar. 
• La falta de O-GlcNAcilación de la CP del PPV, ya sea por una deficiencia en la 
OGT SECRET AGENT o por mutaciones en el genoma viral, afecta a la 
competencia del virus en todos los huéspedes analizados, especialmente en 
Arabidopsis thaliana y a tiempos tempranos de la infección. 
• La O-GlcNAcilación de la CP del PPV aumenta su estabilidad, puede que 
estimulando el ensamblaje o la estabilidad de los viriones. 
• Aunque la O-GlcNAcilación de la CP del PPV no es esencial para la viabilidad 
viral, es probable que esta modificación tenga un efecto modulador de la infección 
en condiciones naturales que le facilite al virus adaptarse a diferentes huéspedes y 
a ambientes diversos. 
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